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l n t r 0 duc t ion
L8 Chrys&nth~m0 est un mat~riel de choix pour l'~tude de la
physiologie de la floraison. Il a ~t~ utilis~ à cette fin par de nom-
breux chercheurs et les r~sultats obtenus constituent à pr~sent une
base solide pou~ de nouvelles investigations. L'utilisation de plantes
entières n'e~t nas toujours commode et l'h~t~rog~n~it~ de leurs r~­
ponses à un m~me traitement, ~ême dans le cas de cultures monoclonales,
limite les possibilitéo de la méthode.
La culture d'organes isol~s standardis~s permet au contraire
une exp~rimentation plus précise. A ma connaissance, la culture de
fleurs et de boutons floraux de chrysanthème n'a jamais ~t~ tent~e.
On verra en ce qui concerne d'autres espèces vég~tales, au chapitre
consacr~ à l'lLi.~...io.E\9~, que le comportement de fleurs en survie dans
la nature aussi bien qu'en culture "in vitro", a ét~ observ~ depuis une
cinquantaine d'ann~es, mais les auteurs de ces travaux ne voyaient pas
là une technique pour la recherche syst~matique des facteurs de la flo-
raison.
Le principe de l'~tude des processus physiologiques de la
floraison à l'aide de la culture "in vitro" d'organes floraux ou d'~­
bauches florales excis~s repose sur l'idée que de tels organes ne peu-
vent continuer à se diff~rencier €t à ~voluer normalement que s'ils
disposent dans le milieu de culture, des ~l~ments qui leur ~taient au-
paravant dispensés par la plante.
Il est int~ressant de s'adresser, dans une première ~tape,
à des boutons flornux en YQj~~_de d~veloppement parce que leur ~volu­
tion peut s'opérer de plusieurs manières qui reflètent bien les pro-
cessus qui provoquent ou emp~chent la floraison. Ainsi, leur ~volution
peut De poursuivre (épanouissement, formation de nouveaux fleurons,
etc.), ralentir 1 s'arr~ter ou revenir en arrière vers l'~tat v~gétatif
(réversion) 0
Or, le Chrysanth~me (Compos~es) pr~sente sous ce rapport
des caractères int~ressants, la fleur est un capitule constitu~ par
un ensemble de fleurons se d~veloppant à l'abri de bractées sur un
plateau ou r~ceptacle commun (Planche VII, fig. 3). Au d~but de son d~­
veloppement, le r~ceptacle est nu,absolument lisse (Planche VIII, fig.
l et 2) et sur cette surface apparaissent les centres organisateurs
qui forment les fleur~ns (Planche VIII, fig. 3 et Planche IX, fig. 2).
On a donc la possibilit~ d'agir sur cette transformation d'un tissu
dont la destin~e est d~jà "inscrite" dans chacune de ses cellules. Le
principe du retour en arrière est repr~sent6 par le phénomène de la
r~version des fleurons à partir desquels peuvent se former des branches
v~g~tatives.
D'autre part, comme le r~cept~cle peut donner chez le Chry-
santhème deux sortes de fleurs (hermaphrodites et femelles), il est
possible d'étudier les effets d'un traitement sur la distribution des
sexes.
Le bouton floral au stade de la diff~renciation des fleurons
est donc une v~ritable "balance" qui permet d'~valuer avec pr~cision
les effets des divers facteurs de la mise à fleur de la floraison
et de la différenciation florale.
Le but de cette contribution est de rechercher les conditions
gui favorisent le maintien en survie "in vitro" de boutons de chrysan-
th~me en voie de d~veloppement et pour cela de mettre au point un mi-
lieu de culture convenable. Nais on aurait tort de croire en la simpli-
cité d'une telle tentative.
DIFFICULTES DE REALISATION.
Les principales difficult~s semblent au premier abord de
trois sortes: la standardisation du mat~riel qui permettrait d'assurer
un maximum d'homogénéit~ et de "certitude" des r~ponses aux traitements,
les effets possibles de l'excision sur l'évolution des jeunes boutons
floraux, la déviation du métabolisme propre aux organes isolés.
a. N~cessité d'une standardisation du matériel v~gétal.
*Malgr~ la sélection poussée dont le Chrysanth~me a ~t~ l'ob-
* Selon M. BOSStRD, Professeur de floriculture à l'Ecole Nationale
d'Horticulture de Versailles, nos Chrysanth~mes sont tous issus de
souches en provenance du Japon, lesquelles étaient toutes des hybrides.
On doit par cons~quent, selon les nouvelles norIDes internationales, d~­
signer ainsi nos vari~t~s cultiv~es : Chrysanthemum morifolium RaID. x
C. indicum SaI. - c.v. (cultivar) •••
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jet, il n'en subsiste pas moins une cert2ine hétérogénéité, ill~me lors-
qu'il s'agit de cultures monoclonales. La forme des boutons et leur
structurE) dépend du "passé physiologique" des plantes. ;i.insi après des
jours longs, il y a production de boutons couronnes munis de nombreuses
et importantes bractées foliacées, tandis qu'en jours courts les boutons
sont plus petits, Dlus arrondis et sans bractées libres. De m~me, sur
une plante élevée en jours courts, la forme ct la structure du bouton
terminal ne sont pas tout ~ fait identiques à celles des boutons nais-
sant à l'aisselle des feuilles et apDelés ici "boutons satellites".
Parmi ces derniers, il existe aussi toute une gradation, leur vitesse
de développement est d'aut~nt plus lente qu'ils S8 forment plus bas sur
la tige.
hfin d'assurer un maxiDum d'homogénéité dans les réponses aux
divers tr~itements, il était donc nécessaire de choisir une variété
stable, qui réponde toujours de lB m~me mani~re aux traitements photo-
périodiques, et d'autre part, de suivre l'évolution des boutons issus
de ces plantes, de manière 2 bien conna1tre le moment favorable du
prélèvement et la forme du bouton la plus compatible avec la mise en
culture "in vitro".
b. Effets de l'excision.
On peut se demander si le fait d'isoler, d'exciser un organe
n'a pas de f~cheuses conséquences sur l'évolution de celui-ci et si
l'excision ne déclenche pas de réactions de défense et une sorte de
"choc opératoire" qui le conùuiro.it à la mort ou tout au moins à une
sorte d'état "sub mortem" caractérisé par une vie très ralentie impos-
sible à stimuler.
Si le "choc opératoire" après l'excision existe chez le Chry-
santhème, il est peu marqué et n'induit ni la mort ni l'~rr~t définitif
de l'évolution. J'ai pu le vérifier en greffent des boutons excisés sur
-K-
des Chrysanthèmes de la ~0me variété (Souvenir de Georges PECHOU ) in-
duits à fleur. La croissanCE) a été ralentie pendant les premières 48
heures et le développeuent n'a repris que 5 à 7 jours après le greffage.
Il y a eu un léger retard par conséquent par rapport aux témoins restés
sur les plantes, mais l'évolution des boutons s'est ensllite effectuée
de la m~me manière; le retard était sans doute d~ au temps nécessaire
à la reprise de la greffe (Planche VII, fig. 4).
En conséquence si l'on un bouton excisé sur un milieu
nutritif renfermant les substances indis ensables à son évolution subs-
tances analogues à celles oiosvnthétisées par le chrysanthème en voie
* Chrvsanthemum morifolium Ram. x C. indicum SaI. - c.v. Souvenir de
Georges PECHOU.
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de floraison) il doit se déveloprier de la même manière qu'un bouton
resté ou greffé sur une plante.
c. Survie et dévintions du métsbolisme.
Dans llexp8rience précitée, le bouton a été replacé sur son
sup:i.)ort naturel. Or, en culture "in vitro", il n'est plus soumis aux
corrélations de croissance du reste de ln plante et ne reçoit plus de
cette derni~re les éléments macro et microtrophiques indispensables.
11. raoins que le milieu soit "ic1:Jal", on peut consiclérer que le bouton
est livré à lui-m~me, à ses propres ressources et ~ celles qu'il est
c2pable de puiser dans le milieu nutritif, à condition que les subs-
tances dont il a besoin s'y trouvent.
On peut considérer par cOIlséquent le bouton floral excisé
c 0 mm e un 0 r g CL n e e Il "s LiT vie" cl 0 Il -c l [t C roi s sancee t le cl é ve 10 Vi) e men t son t
momentanément suspenduG. Les travaux relatifs aux organes excisés
(frUits, fleurs coupées) ont mis en évidence une augmentation notable
de leur res~iration, une diminution de leur teneur en carbohydrates,
une accélération des oxydations cellulaires (ULRICH, 16~, 375, 376 -
PAULIN et ULRICH, 132). Les organes verts ont plus de chances de sur-
vie que les fruits parce que la ~hotosynthèsc leur apporte un complé-
ment de métabolites et les fruits ont eux-m~mes plus de chances que
les fleurs parce que leurs réserves sont plus abondanteo.
Dans la nature, les organes floraux isolés de la plante, en
général fragiles, et affniblis par ces déviations du métabolisme et
par les dégradations inutiles et excessives des métabolites, ne tardent
pas à mourir; leur fin eot le plus souvent accélérée par l'intervention
d'agents pathogènes dont ils sont la proie facile.
La technique des cultures "in vitro" permet d'éliminer la
possibilité d'une at~aque par les bact6ries ou les champignons. Cepen-
dant, le milieu nutritif doit être assez riche non seulement pour contre-
balancer les dégrad~~ions, mais a~ssi pour permettre la poursuite du
développement et de la croissance. Ce sont les cubctances oligodyna-
illiques de ce milieu,favoris2nt l'évolution nor3ale du bouton floral,qui
nous intéresseront plus pnrticulièrement.
Ce truvail comportera clonc trois p~rties essentielles
un Historigue grdce auquel nous ferons le point dos résultats déjà ac-
quis dans le domaine de la culture des orgunes floraux ct des travaux
sur la floraison tiin vitro l '; un chcpitre I:Iatériel et Uéthocles dans le-
quel seront exposées la Héthode de préparation du matériel standard et
la technique de culture aseptique utilisées; enfin une troisième partie
sera consacrée à l'étude de l'effet des principaux éléments macro- et
mi c ro t ro !)hi gue s.
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il l S TOR l Q U =
EVOLllTION DeS ORGLIŒS l'LonLU:'= ISOLES
~N ru LlET:' NON fl.SEPTlQU:rc:: ou L;~J;PTIQUE
:CT E.~'U:CE D2 LA :'LOH.fdSOlT !fIN VITRO!f
L& tecllIliq
'
o'.e cles cultures de tisc:us ou. d'organes "in vitro li
qui a 6t~ ap~liqu~e do)uis une vingtaino d'an~6es ~ l'6tude du ~ro­
bl~me de la physiologie de l~ floraison est un moyen pour prolonger
la i1survie" des organe:; isolés et pour leur ~)8rmettre de poursuivre
leur développement. Nous examinerons Qonc d'Rbord cOillsent se compor-
tent des boutons floraux, des fleurs ou des inflorescences isol~s des
plantes dans la nature, en milieu non aseptique. Puis nous ferons l'a-
nalyse des résultats obtenus gr~ce à l'utilisation de la technique des
cultures "in vitro" : culture des fleurs ou boat ons floraux, mise à
fleur d'apex vég~tatifs, n6oformation des fleurs et enfin mise à fleur
de jeunes plantules en milieu ase)tique.
a. Evolution d'organes floraux et de fleurs s~par~s d'une plante
e~ milieu non aseptique ou dans la nature.
La Gurvie d'un organe floral séparé d'une plante dépend de
certains caract~res, morphologi~ues, anatomiques, biochimiques, etc.
qui confèrent à cet organe la possibilité de se suffire ~ lui-m~me pen-
dant une période plus ou moins lonGue. L'irn~ortance des réserves, la
faculté de cicatrisation dos plaies (section), la résistance aux agents
pathogènes, un faible coefficient resDiratoire, sont autant de carac-
t~res qui autorisent une vie autonome prolong:e et multi~lient les
chances d'~volution.
Il frrut ajouter 2 cela l~ faculté de biosynthèse de l'orgrrne
isolé et qui peut/dans une certaine uesUrejCOD~enser ai~si ses pertes
en éléments macro et ~icrotrophiques; les feuilles et autres organes
végétatifs ont cette possibilit( mais non les fleurs car elles ne peu-
vent alimenter lo''.r biosynth~se pur uno assimilatio~ du carbone; elles
sont en g0néral pauvres en pigments chlorophylliens (bractées et sé-
pales mis à part).
- 5 -
Les orgunes flor~ux ont donc peu de chances de survivre dans
la nature et ce phénomène reste le privilège de q~elques espèces.
B~ILLON (cf. LA RUE, 101) a remarqLG des ovaires de Jussiaea, qui,
après avoir form6 des r~cine3, ont pu se transformer en fruits. GOEBEL
(86, 87) cite plusieurs exemples de l~ fornation de rncines sur les
pédoncliles ou les fleurs do diverses espèces de la fu~ille des Cactacées
et des genres Ajuga, Kluge~, Nnegelia, Tussilago, etc. Le même ph0~o­
m~ne a pu fttre observé par XUPFER (95) sur les fleurs et les inflores-
cences d'Echeveria, de Bryophyllum, de ~uelia, de Frimula et d'Achi-
nomenes • .enfin, BOUILLEnn:: etr~~~T'? (72) ont signalé aussi l'appari-
tion de racines sur les fr,.... its cl' Opuntia. On peut constater dès à l,ré-
sent, que les org~nes :loraux de8 espècec crassulescentes qui résistent
mieux à la déshydratation et renferment u~e quantité importante de ma-
tières de r6serve, sont mieux adapt~s à la vie autonome. D'autre part,
le ph6nombne observ~ le plus couramment est le retour vers l'état vé-
gétatif (arparition de racines).
On trouve dans la litt~rature de nombreux exenples d'expé-
riences réaliséeo sur des orannes floraux en ~urvie. Je n'en citerai
que quelques-uns.
DOSTAL (81) a ,rovoqué la tubérisation et la rhizogénbse d'une
jeune inflorescence ter~inale isolfe de Scrophularia nodosa simplement
en la plaçant en atmos~h~re hu@id2 •
En 1949, DEBRAUX et GAVAUDAN (79) ont étudi~ les phénom~ne8
d'histogénèse de pièces du péYinnthe des fleurs de Lilium canùidum en
survie, simplement en les trompant dnns une 30~ution dlacide~naphta­
l~ne acétique et en le~ bouturant dans du sable. Bien que l'extr~mit~
des organes flétrissait assez rQpidement, des csl~ se formaient sous
l'influence de l'hormone. L'évolution histog~nique a 6t~ tout k fait
comparable k celle des feuilles en survie; des bractées ont donné des
racines et m~me des bulbilles ce qui confirmerRit leur nature foliaire.
SCHAEVERBBKE (148) a utilise des éta3ines prtlev6es dans des
épillets de Graminées et constatci, en les plaçant en milieu humide, que
l'allongement de leur filet êtQit ider.tique à celui des étamines res-
tées sur les plantes. Le phénomène, tr~s sensible au manque d'oxygène
et qui ne peut se produire qu'avec des 6tamines adultes, semble donc
lié ~ la respiration. Les jeunes étamines ne peuvent allonger leur fi-
let qu'en pr6sence d'une solution ~olaire de saccharose; les auxines
n'ont eu aucune action. Cet auteur a dcitermiRé récem~ent (146) que les
~tamines absorbaient le saccharose (marqué 'C) de façon sélective au
moment de l'anth~se. CeG résultats son-\:; à comparer à ceux de VASIL
(165 à 167) qui a cultivé des ~tamines "in vitro Il (voir le chapitre
• .1-)SUl.vanv •
Ici encore, dans ces trois exem~les, nous voyons que les or-
ganes floraux peuvent poursuivre une croissance, former des racines,
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t ~'" f ' 0 c018 ~'~llon~er [,Ame COLl1'I1,e dnR or~anes v~g~ta-ucer18er, orme~ Qe", U 'ü ~ 'b ~~ ~- ~
tifs mais non évoluer (ane le Gens "floral".
Evidem1!lent, lorsque les fleurs cont s3p~ré83 de la plnnte
, " L" l """ l l ,,'avec une p3rtie vege~~~lve p us ou mOlns lQpOr~U~~e, eur8 ClnnC83 a 8-
volutioI'. sont ·auGJ':lCnt2,c~.• C'ece cette L~cc,lt,: qui est [,ise :'. profit par
les horticulteurs et les fleuristes. La physiologie de~ "fleurs cou-
P08S" ré:.~Jpelle celle c~e 10. plante' encière ("OLZ, 170 a étudiu la photo-
synth~8e des fleurs coup~cs Je C~rysdnth~me) ct c'est la raison pour
laquelle elle ne peut ~t~c ~voquée ici. retenons cependant deux faits.
Nous avons vu que le Saccharose peut jouer un rele importdnt dans l'al-
longement des filets staminaux. Ce n'est qu'un exemple pris au hasard
et on retrouve l'action ~~n6fi(ue des sucres d~n8 de nombreuses publi-
cntions sur le maintien ('organes en survie. Les sucres 2mp~chent en
géniral le flétrissement des Ilfleurs cc~pées"; le s~ccbarose retarde
la chute des fleurs surtout s'il est associ6 au Bore, 61jment min~ral
û.ont le rele est lié n'J. Llétabolisme des sucres (AARTS, 378, BELYNSKI'.YA,
379, C::{KOLND~ et coll., 311). Lnfin, lorsqne l'on a affaire 2J. une in-
florescence, il a ~t~ constat~ des Bigrntions i~portantes d'eau et de
substances azotées et hydrocarbonées, d'une partie à l'autre, vers los
fleurs en voie d'énanouisseQent. La floraison de ch&nue fleur corres-
rond à une mobilis~tion de substances uinérnles et hydrocarbonées ac-
compagnée d'une augmentation do l'intensit~ respiratoire.
PAULIN et ULRICH (132) ont aliment~ des fleurs d'Iris en glu-
cose marqué pendant 24 heures ou pendant des temps qui variaient entre
o et 40 heures. Ils ont observe que la quantité de C1 4 absorbée augmen-
tait régulièrement en fonction du temps, mais que le maximum d'acti-
vité physiologi~ue des fleurs (synthèse et accumulation de substances
marquées, res~iration)avait lieu juste aVdnt l'~panouissement. Lorsque
la fleur xieillit, les synthbses ~ partir du glucose marqu6 diminuen~
lLr " , t" . d t" 11 l "car le C absorbe eo~ accumule ou par lClpe aux oxy a lons ce u alres.
Au contraire, à la fin de la floraison, la fanaison dGS fleurs
concorde avec une migration en senn inverse des corn~o8~s min~raux et
organiques et avec une perte d'eau (COMBES, 77, 314, 386; 8RICKSON,
349; GRIESEL et BIALE, 352; JAMES et BnrVETIS, 91; SIEGELMAK, 152;
SIEGELMAN, CHaN et EIALE, 370; ULRICH ct PAULIN, 164.)
Ces résultats sont confirm~s aUB~i en ce qui concerne les rap-
ports entre le transport de l'eau ct l~ floraison par les travaux de
BOUILLEUNE et de ses collaboruteurs,auxquols il sern fait appel pour
la discussion des r6sultats de cette etude.
En résumé, C8J:'t,üèles espèces ont des fleurs qui G 'nt mieux
adapt~es que d'autres à une vie autonome. L':volution d'un organe flo-
ral isolé d'une plante se fait habituellement vers un retour cl l'état
végétatif; l'évolution vers l'état floral implique une mobilisation
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import2ute de Gubst~nces ~in~rules et 8~rtout de Gucres, elle corres-
')o~d en ~in6ral G une aug~cnt~tion de l'intensiti rss,iratoire.
La m(~"~hodc dc~~ culturcf~ aseptitlueu permet d'al)portor les sl:.bs·-~
tances indisDensables à l'(volxl:ion flor3.1e et, en pr,:servnnt la8 or-
ganes contre"les ugonts patho~~nes, ci'nugmentcr leurs chances de survie.
b. Evolution d.'orgcLnes floraux Gn culture iiin vitro".
C'P:3t LA 1UI.: (100,101) qui, :\ lin connaissflnce, a utilisé le
pre~ier cette technique. TInna un ~r~s benu travail publi6 en 1938 (101),
ce-i:; 3.uteur o.c:.opt2_nt un l~üliei.,'. de 'Thite uddi~ionn8 è.e 20 %0 de s2,ccna-
rose et 10 mg/l d'acide...b indolyl ccétL~'J.c, réussit la culture lIir1 vi-
tro il des fleurs de plan Jcc8 "-Pl)artenant cl 12 espèces, 9 genres et 3 fa-
milles de Monocotylidones et 80 es)~ces, 74 genres et 34 familles d8
Dicotyledones. Bien que de nombreuses contaminations soient venues con-
tr2rier l'~volution des cultures, LA RUE obtint l'n~p8rition de racines
sur de nombreuses fleurs chez 3 genres appartenant à 2 familles de Hono-
cotyl~dones et chez 25 esp~ces cie 15 fnmilles de Dicoty16dones. Mais ces
racines n'atteignaient rarement plus de l centim~tre de long. Bon nombre
de fleurs donnaient des r2cines lli~me sur un ~ilieu sans auxine. Lee T2-
cines apparaissaient en g6néral sar le p6doncule B~is aussi couve~t à
la base de l'ovaire lorsque le pédoncule était enlevé (Kalanchoe, Impw-
tiens, Freesia, Trades~anti~, Tour~esol, Calendula, T~rax2cum). La po-
larité est la même que chez les org~nes vSg6tntifs; les racines se for-
maient en effet toujours ~ la base des organes (pédicellec, pétales ou
ovaires).
LL RUE cl observ8 également des ~oscissions du pédicelle des
fleurs d'un G~steria npr~s Il jours de culture, de Perium Olennder apres
17 jours, etc. et des abscissions de l'ovaire après 3 ~oia de culture
chez le Tournesol et le Celendula.
Ce qui B r~tenu surtout l'nttention de cet auteur, c'est la
possibilité de t'r~gén8r::dionll d'une plante entière à partir des fleurs.
Il a constaté à ce poi~t de vue que les fleurs de nombreuses es~~ce8
peuvent, er~ce aux cultures "in 'litro ll , se comporter COl~ime des organes
vég6tatifs et tout au moins former des racines. Mais la formation de
bourgeons et de bulbilles rest2it,ualgré l'aseptie, le privil~ge des
espèces crassulescentes qui se multiplient très facilement dans la na-
ture à partir de leurs feuilles (KalanchoU, Nemesia, Begonia, Echevoria).
La iormation d'un cal était tout ~ f~it exceptionnelle (pétales et éta-
mines d'Hibiscus rosa-sinensis, brGct~es des ca)itules de Calendula of-
ficinalis et base des pédicelles d'un Kalancho~). Des intumescences ~­
taient visibles sur ln surface des s6pales des fleurs de tomate repo-
sant sur le m~lieu de culture.
Quelques e8p~ces ont d6veloppé de8 fruits d'un volume normal
- 8 -
cOQ~e la tomate et le ~ulancho~ rotundifolia.
Dans une autre public~tion, L~ RU~ (100) a mis l'accent sur
l long~vit( de5 tissus et des ]i~ces flordles en cklture. Des Morceaux
de p~tales et des poils d'~t~illine~ de Trade~cantia paludosa ont v~cu
pendant près d'un an.
En 1949, NI~SCl (118) a re~ris le travail de LA RUE, en ce
qui concerne la c~lture dos flaurs et la prolif6r2tion ~e l'ovaire de
Tomate (Ljecopcrsicum 8sc'Jlent'un L.) trin viJcro ll • Sur un l'lilieu simple,
à base ell' ~~')lucion ~:1i11ér2.1e ele ",,"op, (-c; :Jacc;-~_-:'o:je, e~o vitai:1ilh' BI et
doc y [) t é i ne, i l 11 1Et p::;. S 0 b t e 11 u d e d oS v 8 l 0 P }) 8 'û e " t deI' 0 V 2- ire. P 0 ur cClI a
il fallait qu'il a~o~te du jus de tOru~t8 verte ou ~~re au milieu de
culture. Les fruits ainsi form6s 6taicnt d'une taille a~~r(ciab~e Dais
sans p~pin (,arth6nocarpi~ues), NITSCH pensait que cela~tait d~ ~ Ul1
d6faut te pollinis~tion des f18~rs avant leur ~lise en culture. La for-
mation de racines n'nvait lieu qu'~ l'c')Gcurit~ et non \ la l~mi~re
sur les pédoncules et correspondait ~ un u~r~t de la croissance momen-
tan~G du fruit en diam~tre.
La m~Irle année, JAHSEn et BOj.';r:TER (92) rc'iussissé'.icnt ~_ faire
d6velop:per des fr~,i t~:; à p:::,r-;;ir ('. e la CtÜ turc (le fleurs d' èmG 21tre es-
pèce de tomate (Lycopersicum pi~pinellifolium).
lin 1951, NITSCH (119) reprit ses recherches Sl.r la fructifi-
c~tion des fleurs de tomato et entreprit 6gulement la culture de fleurs
de haricot (Phaseolu8 vulgaris L.), de cornichon (Cucumis anguria L.),
de tabac (Uicotiana tahacum L.) et d'un hybride Fragaria chiloensis x
1". virgatum, sur un rcilieu de ICnop au demi avec 50 %0 de saccharose
auque IiI 2 j OLt t ait : des 0 l i go - 6 10 ment s , dG S vi t ~ ; -. i ne s , de sac i cl e :::,
a8in6s, des purines. Il obtint à nO ..'veau la fructification des fleurs
f~cond~es de tonate, de Cucu~is a11guria et de tabac, mais chez ce der-
nier les grains2 n'~taient pas viables. ~n l'absence de f~condation,
il n'~ avait pas d'~voltion sensible des flerrs. Des hornones de crois-
sance ajout~es au ~ilieu provoquaient la formation de fruits parthéno-
carpiques choz les fleurs non )011inis6es. ~ l'obscurite, un cal et
des racines ce for~aient sur le n~dicolle des fleurs et les ovai~es de
tomate, de Cucumis unguria et de Phascolus vulgarise Les auxines accé-
l~raient cette formation (aci~e 2-naphtoxyac6tique, 10 mg/l, acide 2,4-
dichloropj~noxy~c~tique l à 10 mg/l, ~e lait de coco à 20 %, etc.). La
crois::.,ance des fruits fu-;; ~C:;\-'_lomc;nt stiLluléc p:~r los auxil1Gs.
Jusllu'en 1958, la technj.clue l'le la culture d'ovEcire l'in vitrol!
lut exploit6e par plusieurs auteurs. RAG (140) l'a adopt~e pour étudier
11influence de la colchicine eur les premierc d~veloppements d2 l'em-
bryon et de 11 a lbunen du Phlox Dru~ondii. Il obtint un d6veloppement
comparable ~ celui des fleurs demeur~e8 sur les plantes. MA~DSHWATII
et LAL (105, 106) ont réussi à leur tour la culture ~'ovaire3 d'Iboris
amara. Enfin, SACHAR et BAL~~V (143) ont cultiv6 avec succ~s des ovaires
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de fleurs pollinis~es de Linaria ~aroccana Hook, sur un milieu renfer-
mant une solution de Knop 811 demi, des oligo-~l~ments selon la formule
de ~hite et des hormones de croi3sance. Les ovaires se d~velo?paient
moins rapidement que chez les fleurs restées sur la plante, mais l'eA~
trait de levure améliorait leur croissance. Le pourcentage de fruits
for .. ,s "in vitro" était aussi plus fc.ible que dans les conditions na-
turelles (40 à 80 %contre 90 h 95 %). Mais en revanche, la matura-
tion itait plus rapide "in vitro". Les graines obtenuGs mettaient plus
longtemps à germer que les graines normales et il y avait une forte
proportion de graines vides.
StCHAR et BALDEV ont constaté comme LA RUE et DITS CH la for-
mation de cals et de racines sur les pédicelles des fleurs et à la
base des ovaires, rhénom~ne qui était intensifié par l'extrait de le-
vure, le. Kinétine lO,5 mg/l), l'AIL (5 mg/l), l'AIB (5 mg/l), le
2.4.D (2 mg/l) et l'adénine (5 à 10 mg/l). L l'inverse de la tomate,
chez laquelle l'apparition des racines retarde pour un temps la crois-
sance et la maturation des fruits, chez le Linaria, la maturation 4±,it
plus rapide avant le plein dévelo)pesent des racines.
C'est égalemcllt à la culture "in vitro" que se sont adrc,ssés
J.H.D. KOSAN (94) pour Bes recherches sur l'incorporation de cytidine
tritiée dans les anthères de Lilium longiflorum et VASIL (166, 167)
qui a suivi l'~volution des acides nuclérques dans les anth~res ex-
cis6es d'Oignon (Alliu~ cepa) ct de Pavot (Rheo discolor) cultivées
sur milieu de White.
Les étamines (cf. BLAKE, 69) ne pouvaient donner du pollen
normal que si elles étaient prélevées apr~s un certain stade; le stade
leptot~ne de la mérose n'a pilS ~'t(: &Vceint. Le milieu complexe utilisé
pe.r VLSIL ne renfermait donc pas le "stinulus" ou les éléments dis-
pensés pe.r la plante et qui permettent aux jeunes étamines de franchir
un stade critique de leur développement.
Enfin, TOPONI (163) a montré que des fragments de bract6es
d'artichaut pouvaient ~tre cultivus "in vitro" en présence d'1I.IA, de
2.4.D, de Kinétine et de lait de coco. Ces fragments se comportaie~t
ensuite comme beaucoup de tissus "végétatifs" à savoir qu'ils formaient
des cals et présentaient aussi des phénom~nes de polarité et de dorsi-
ventralité. Ces résultats rappellent ceux obtenus par DEBRAUX et GAVAU-
DAN (loc. cit.) et appellent les m~mes remarques. Ln 1960, R1I.BECH1I.ULT
(135, 136) a signalé que des boutons floraux de chrysanth~me en cul-
ture "in vitro" présentaient un maximura de croissance, de floraison,
en présence de 80 %0 de saccharose, l'Alli., le 2.4.D inhibaient la flo-
raison tandis que la gibbérelline n'avait une action que sur l'allon-
gement des pédoncules. PREM PURI (134) qui a cultivé des épis, des
~leurs et des ovcires d'Aerva japonica (Burm. F.) Spreng. sur milieu
de Knop gélosé additionné de SO %0 de saccharose a observa que l'AIt
améliorait léeèrement la formation des graines mais que l'hydrolysat
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de caséine et le lait de coco accroissaient, à 400 ppm, la production
de graines de 25 %.
Le développement !lin vitro" des différentes parties (sépales,
pétales, étamines, ovaire) d'une fleur excisée sous l'influence de di-
;erses substances chimiques a fait l'objet ces d8rnières années de plu-
sieurs études minitieuses aux Etats-Unis. Ces travaux sont l'oeuvre de
deux équipes? celle de LANG qui s'intéresse au dévoloppement des fleurs
unisexuées de Concombre et celle de TEPFER qui s'est adressée aux
fleurs d'Aquilegia.
On sait que chez le Concombre, les sexes sont séparés sur la
plante et qu'il existe le long de la tige des fleurs m~les et des fleurs
femelles. Il est facile de connaftre à l'avance le sexe des fleurs, car
il dépend de la position occupée sur la tige par les boutons floraux,
et de préparer des lignées monorques avec des fleurs L~ "potentialité"
m~le ou à ",otentialité ll femelle (GALUN, 83).
La physiologie de la floraison de cette plante a été très
bien étudiée par plusieurs auteurs (LLIBACH et KRIBBEN, 97, 98; GALUN,
82). AT3MON et GALUN (69) ont observé chez le Concombre qu'un bouton
floral, après un stade bisexué, évolue finalement vers un sexe ou l'autre
sous l'influence de la balance auxinique au niveau du noeud de la tige
sur lequel il est situé. Evidemment, tous les facteurs susceptibles
d'influencer la balance auxinique d'un noeud de la tige (forme et ~ge
de la feuille, photopériodisme, thermopériodisme, métabolisme de l'a-
zote, etc.) ont ainsi la possibilité d'agir sur le sexe de la fleur
qui s'y trouve. GALUN, JUNG et LANG (84, 85) en cultivant !lin vitro!l
des boutons floraux à potentialité m~le, c'est-à-dire prélevés sur des
plantes et des noeuds qui auraient d~ fournir des fleurs m11es ont mon-
tré que l' acide.../3 indolyl-acétique (AIA) ~t la concentrGtion <le 0, l mg/l
provoquait le développemc~t de l'ovaire de ces fleurs, tandis que les
étamines étaient inhibées. La gibbérelline (GA) semblait réduire l'ef-
fet de l'AIA en permettant, lorsque ces deux su~stances étaient mélan-
gées, un meilleur développement de ces étamines (fleur sUè-bisexuée).
Cependant, la gibbérelline n'avait aucun effet sur leur différenciation
(histogénèse). Les boutons à potentialité femelle ou hermaphrodite con-
tinuaient leur développement normal et étaient peu affectés par la pré-
sence d'AIA et de gibbérelline dans le milieu.
TEPFER, GREYSON, CRAIG et HINDMAN (161), puis TEPFER et KAR-
POFF (162) ont réussi la culture de boutons floraux d'Aquilegia formosa
Fisch. sur des milieux nutritifs très complets comprenant des éléments
minéraux, du saccharose (2 %), des vitamines, des acides aminés, des
auxines, du lait de coco, etc.
* HESLOP-HARRISON (409 a pu emp~cher "in vivo"
l ' exp r es si 0 n des se x es che z le Cha n v r e; i -1 a
milaires.
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la floraison et modifier
obtenu des résultats si-
Les s6pa:es se d(velop~aient comme dans les fleurs rest6es
sur la plante, mais cependant aux d6pens des autres pi~ces qui res-
taient de taille r~duite. Les auteurs en ont conclu que les s~pales
jouent un rele inhibiteur. Chez les fleurs où les s~pales étaient sec-
tionnées, le dévelo~pement des pétales ne comuençait que lorsque ce-
lui des autres pi~ces était te~illin~.
Les ~tamines avortaient avant que les carpelles ne se d~ve­
loppent; elles s'allongeaient, leur filet et leur sac pollinique pre-
naient une apparence normale et brusquement elles se flétrissaient et
mouraient. Cependant, en inhibant l'ovaire par blessure ou par des in-
hibiteurs, les étamines se développaient quelquefois. Les étaminodes
évoluaient peu et avaient l'aspect de petites écailles comme les pé-
tales. Les carpelles se développaient par contre comme dans les fleurs
demeurées sur la plante.
L'addition d'AIA, de Gibbérelline et de Kinétine au milieu
de base permettait aux différentes pièces florales de ])oursuivre leur
évolution un peu plus longtemps et améliorait le dével~ppement des car-
pelles.
Apr~s initiation, les divers organes de la fleur ont des pro-
cessus de développement différents. Il est mêQ8 probable, à mon avis,
qu'à l'intérieur de la fleur des équilibres hormonaux contrOlent le dé-
veloppement de telle ou telle partie à un moment déterminé par le jeu
de stimulations ou d'inhibitions localisées comme sur la plante en-
tièro (corrélations de croissance).
Cette tecDuique des cultures de fleurs en milieu aseptique
peut donc nous permettre une meilleure connaissance de la physiologie
de la floraison, mais aussi de la fleur.
c. Travaux sur la mise ~ fleur d'apex vég6tatifs en culture
"in vitro".
La première observ8,tion sur la mise à fleur d'apex "in vitro"
a été faite dès 1933 par '.TLI'r.c:: (169). Cet auteur avait obtenu le déve-
lopï)ement de fleurs de Stellaria à partir d'apex de plantes induites
à fleur avant prélèvement, et même des floraisons spontanées d partir
de cultures provenant de plantes non induites bien que n'ayant fait
varier aucun facteur particulier. Les cultures étaient effectuées en
"goutte pendante" do.ns la sole:.tion minérale d'Iïoagland additionnée de
201bo de saccharose. LOO en 1946 (103, 104) à son tour a obtenu "in
vitro" la floraison d'apex de Cuscuta campestris, ~lante de jours
courts, m~me en l'absence de feuilles et de racines.
plus rcicOillmsnt, en 1959, TCHAILAKILN et BUT~NKO (158) ont
provoqué la mise à fleur d'apex de Perilla en culture aseptique sous
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l'influence de l'adcinine et de la kincitine.
BALDEV (65) a repris les expériences de LOO (103) en 1962.
Ayant waintenu des apex de Cuscute (Cuscutn refloxa) sur un milieu gé-
losé renfermant des 61~ments minéraux (White modifi~) et 50 %0 de sac-
charose et à la lumière DGturelle du laboratoire, il eut ln surprise
de const~ter qu'ils continuaient leur développement vég~t&tif. Tandis
que d'autres apex sur le m~me milieu mais con8orv~s ~ l'obscurité fleu-
rissaient d~ns une proportion de 90 %. Soixante douze heures d'obscu-
rité suffisaient à d~clencher la floraison et le pourcentage maximum
(100 %de mise à fleur) était atteint avec 132 heures d'obscurité.
Les apex eux-m@mes étaient malGré tout sensibles au photop~­
riodisme car la floraison se produisait lorsque les nuits ne restaient
pas infJrieures à 14 h. (jours de 0 ~ 10 h.). Le sucre pouvait satis-
faire d~n3 une cert~ine mesure le besoin en lumi~re.
MIGINIAC et CHOUARD (113) ont cultivé aseptiquement des
noeuds cotylédonaires ou caulinaires de 3crofularia arguta 301. Chaque
segment comprenait un noeud duquel les cotylédons ou la paire de
feuilles avoient été sectionnés. Lorsque le segment 6tait en contact
avec le milieu par l'intermédiaire de la section proximale, la tige,
les bo~rgeons axillaires évoluaient en inflorescence m~me en dyspériode
(9 h. d'éclairement) ou à l'obscurité, mais si la relation avec le mi-
lieu s'effectuait par l'intermédiaire de racines, les bourgeons for-
maient des pousses vsgétatives. J'ai obtenu des r8sultats silùilaires
(travail non publié) à l'aide de boutures de l'ex-crémité de tiges in-
duites à fleur de Chrysanthème, var. Mélodie. Les boutures étaient pla-
cées en diverses photopériodes dans du sable humide. En jours courts,
la floraison du bouton terminal s'eat poursuivie; en jours longs (dys-
période) les boutons floraux ont continué une évolution lente, tant que
les racines ne se sont pas formées, puis ils ont été inhibés et ont
donné des pousses v~gétatives dès que l'enrAcinement a ét~ assez im-
portant.
HENRICKSON (gO) a cultivt des gemmules de graines de tourne-
sol accompagnées ou non de morceaux plus ou moins importants ie coty-
lédons et provoqué leur floraison. RAGHÂVAN et JACOBS (138) ont cultivé
sur milieu de Yhite dus 2pex de Perilla frutcsccns (L.) Britt. mainte-
nus on jours longs ou en jours courts. Les apex étaient cultivés seuls
munis ue leurs feuilles inductrices ou en présence de feuilles induc-
trices détachées.
En jours courts, les apex se transformaient à partir du 31ème
jour de culture et donnaient des fleurs normales au bout de 81,6 jours.
Par contre, en jours longs il se formait soit un c~ne stérile ou bien
les bourgeons restaient végétatifs. La transformation de l'apex en jours
courts avait lieu immédiatement sans émission de feuilles nouvelles.
Les jours longs provoque~aient la formation d'un inhibiteur supprimant
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les 2 premiers stades du développement. Tandis qu'en jours courts, si
les feuilles inductrices étaient détachées elles secrétaient 2gGleme~t
un inhibiteur qui supprimait le deuxi~me stade de développement seule-
ment. Les auteurs ont pensé qu'il existe deux inhibiteurs chez le Pe-
rilla cultivé en conditions défavorables ~ la floraison et que celui
qui, dans les deux cas, inhibe le stade II est analogue et pourrait
être l'r::.uxine.
RAGHAVAN (137) dans une 2utre publication a montr~ que l'au-
xine inhibe en ~eux jours la floraison d'apex pr&levés sur des plantes
(Perilla) induites ~ fleur en jours courts. Avec 0,1 mg/l (10- 7 ) les
apex ne donnaient plus que des cenes floraux stériles (fleurs avec ca-
lice et corolle sans orGanos reproducteurs). En jours longs ou en jours
courts, los apex pr81ev~s ~vec la premi~re paire de feuilles restaient
, 'J con l ,ol'~ 0 t It O " /vege~'-'-··lIS orsqu l S C·L-alen Cl'. lVeS (;]1 presence de 100 mg l d'AIL.
Mais les apex prélevés avec les premi~ro et deuxi~me paires de feuilles
fleurissaient comme si C2~ dernières dStruisaient l'auxine ou l'empê-
chaient d'Ggir.
Enfin, GRIESLL et CÂPLIN (89) ont observ~ la transformation
"in vitro l ' d'apex de Cestrum diurnum en boutons floraux sous l'influence
de fragments de feuilles ayant reçu los traitements d'induction florale
(photopériodisme). Il semble que le facteur (florigène) formé dans la
feuille ait pu diffuser ~:-ns le milieu ~our provoquer l'évolution de
l'2pex en üouton florGl, ce qui n'Qvait pu ~tre obtenu jusqu'ici. En
culture "in vitrc fl , les apex (Cuscute,LOO, 103, 104; Bl~LDEV1 65) et
(perilla frutescens, R~GEAVnN et JACOBS, 138) peuvent en conditions
f2vorables se transformer d'emblée en fleur semble-t-il donnant des
graines viables, mais le plus souvent il leur faut reconstituer aupa-
r2vélnt une petite plante avec nne tige,des feuilles et pariois des ra-
cines.
Sur un milieu complexe, BLAKE (69) El c~ltivé des apex de Vis-
caria candida et V. cardinalis, plantes de jours longs. Lorsque les apex
étaient prélevés avec l à 2 paires de feuilles, ils donnaient des fleurs
"in vitro" après avoir formé un nombre de feuilles identique à celui
des plantes entières. Si les apex 6taient prélevés sur des plantes
ayant reçu un minimum d'induction par les jours longs, ils se dévelop-
pGient parfois vég~tGtiv~rnent. Lorsque les apex 6taient prélevés 2U mo-
ment oh les sépales des fleurs étaient formés, alors les jours longs
aussi bien que les jours courts n'avaient ?lus n'influence sur l~ mise
à fleur. Las petits apex se développaient r~rement en fleurs ~ moins de
posséder une paire de feuilles. Par contre, si tous les primordia de la
fleur existaient avant le }r~l~vement, m~me sur de très petits apex
(300 à 2000)/), alors la fleur se développait normalement. Enfin, lors-
que les apex avaient une longueur de plus de 2 mm et surtout quand le
prélèvement comprenait aussi quelques pélires de feuilles, le milieu
complexe de Blake El permis l'obtention de fleurs normales depuis les
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premiers stad8~ du développement jusqu'à la maturité, avec la produc-
tion de pollen et d'ovules également normaux.
Ces dernières années, quelques chercheurs sont parvenus à
provoquer une transformation presque immédiate de tissus végétatifs en
tissus floraux.
d. Néoformation de fleurs "in vitro" à partir de cultures de
tissus végétatifs ou floraux.
La néoformation des fleurs "in vitro" a été observée pour la
promlere fois par SKOOG (155) en 1955 sur des cals produits par des
fragments de tige de tabac Visconsin 38. Il attribuait cette néoforma-
tion à la présence d'acide'l phényl-butyrique dans le milieu de culture.
Les recherchos sur la néoformation des fleurs "in vitro"
n'ont véritablement commencé qu'en 1961 : RODRIGUES PEREIRA (141) ob-
tînt des fleurs sur des disques de tiges d'Iris et CROUARD et AGRION
(75) sur des fragments de hampe florale de Tabac. Ces derniers culti-
vaient des tronçons de hampe florale de tabac Uisconsin 38 (variété de
jours longs préférente) sur un milieu de base renfermant une solution
minérale de Knop, 30 %0 de saccharose seulement et quelques vitamines
et hormones. La néoformation des fleurs n'était constatée qu'à la lu-
mière. Cette faculté disparaissait lorsque les auteurs s'adressaient
à des fragments prélevés de plus en plus bas sur la tige (gradient de
floraison). Des tronçons provenant de plantes adultes en fleurs pou-
vaient néoformer des boutons floraux, tandis que des tronçons iden-
tiques du sommet des tiges de tabac non fleuries en étaient incapables.
Il s'agissait donc de "l'expression" de fleurs à partir de tissus déjà
florifères.
AGRION (57, 58, 59) a précisé que la formation d'un cal sur
les tronçons de hampe florale pouvait s'effectuer à l'obscurité mais
non celle des fleurs. Les sucres paraissent indispensables à la néo-
formation; en leur absence, il n'est apparu que des bourgeons végéta-
tifs. Les fleurs obtenues évoluaient en fruits et donnaient des graines
viables mais seulement à la lumière et en jours longs. Malheureusement,
la néoformation de fleurs n'a pas pu être répétée en utilisant d'autres
variétés et notamment des variétés de jours longs et de jours courts ab-
solues, et le greffage de cals ou de fragments de hampe n'a pas permis de
transmettre l'aptitude à fleurir. La "propension à fleurir" se transmet
à la fleur néoformée; les fragments de son pédoncule peuvent régénérer
des fleurs. La kinétine enfin ferait disparaître la propriété de néo-
formation de fleurs et empêcherait sa transmission au cal (CROUARD, 74).
Il Y a une taille optimum des tronçons qui provoque un optimum de néo-
formation (2 à 10 mm) (CHOUARD, 74; AGRION-PRAT, 62).
Plus tard, AGRION-PRAT (62) a précisé l'effet des sucres;
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l'optimum pour le saccharose et le glucose se situe ~ 0,25 M ~oit 50g/1
pour le glucose et 75 à 100 g/l pour la sacc~arose; a ?,~,~, 11 ~ a in-
hibition de la formation des fleurs. Ce n'es~ pas la k1ne~lne qUl est
inhibitrice, comme CilOUARD et LGHION l'avaient annonc6 pr~~~demLent
(7'l, 75), mais la gibb8relli~e et ceci dès 0,03 mg/l (3.10 .); ,la f~r­
mation des fleurs est nulle a 0,4 mg/l (4.10- 7 ) de GA. La glbberell1ne
provoque la transformation des boutons n60form~s en bourgeons si l'ac-
tion de la gibb~relline a lieu 8ntre les J~me et 12~me jours; plus tard,
l'effet est moins import~nt. L'auxine inhibe également la flor~ison.
Quant à la kinétine, ello la stimule surtout en pr~sence d'AIA, lorsque
ces deux substances sont en faibles concentrations (0 à 10- 7 de K avec
o cl 5.10-7 d'AIA). De fortes concentra;~ons en AIA et de faibles con-
centrations en K stimulent la rhizogén~se. De fortes concentrations en
K (10- 6 d 10-5) combinées à toutes concentrations en AIA (0 à 10- 5 )
stimulent au contraire la production des bourgeons végitatifs. Enfin,
il y a une gamme intermédiaire de concentr2tions en 1:inétine et AIA où
l'organogén~so est faible. PAULET (129) a confirmé quelques-unes de
ces observations (AIA-kinétine et saccharose) en s'aidant du Nicotiana
sunveolens, esp~co dont les fra~ments de hampe ne donnent en général
que 5 à 8 %de cultures fleurissantes. En élevant la concentration du
milieu à 80 %0 de saccharose, 25 %de cultures produisaient des fleurs.
De plus, cet auteur a observé une action stimulante de plusieurs com-
posés phénoliques (acide p-coumarique, ac. chlorogénique à 10-5). Une
combinaison 80 %0 de saccharose, 0,1 mg/l de kin~tine et 10-5M d'acide
p. coumarique lui a permis d'élever la proportion des cultures fleu-
rissantes à 58 %. Chez d'autres plantes comme le Datura, il existe
aussi, semble-t-il, un gradient de flor~ison comme sur le tabac Wis-
consin 38 que MOTAMED-GHORBANLI (114) a pu mettre en évidence grdce à
la culture de fragments de hampe florale, mais la néoformation des
fleurs n'est pas une propriété des tissus de la hampe florale des Sola-
nacées, YAMADA (171) en 1963 a provoqué la néoformation de racines et
de boutons floraux sur des tissus floraux de Lilium, de Crinum et de
Tradescantia et plus réce~ffient en 1964, PAULET et NITSCH (130, 131)
ont observé pour la première fois la néoformation de fleurs sous l'in-
fluence de l'acide p-coumarique, sur des tissus de racine d'~h~t~ ~~r­
nalis~e, partie essentiellement vég~t2tive et tr~s éloignée pourtant
de l'inflorescence.
NITSCH et NITSCH (122) ont confirmé ces r6sultats ensuite et
pu obtenir l~ .léoformation de fleurs, non Deulemont à partir de racines
mais aussi de fragments de feuilles d'endives vern~lisées ou non~ la
vernalisation des tissus ayant malgré tout un effet stimulant. Des va-
riétés précoces peuvent donner des fleurs "in vitro", mais ces fleurs
sont en général anormales (MARGAR~, 108). MARGARA (107) a repris ces
travaux et montré ~ue le "gro.dient floral" n'existe pas chez l'endive,
alors qu'il l'a rencontré chez la Betterave et le Colza (106). Cette
propriété de la distribution gc:nérClle de la "propension" des tissus à
fleurir oppose donc l'endive aux autres plantes: Tabac, Betterave,
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Colza et DaturQ.
Les fortes concentrations en sQccharose stimulent la produc-
tion des fleurs par les tissus de recine d'endives vernalisées 50 %0
(PAULET, 129), 60 %0 (MARGARA, 108, 109). Le saccharose peut ~tre effica-
cement remplacé par d'autres sucres: glucose, fructose, lactose, ga-
lactose et raffinose (MARGARA et RANCILLAC, Ill).
Les ~l~ments min~rnux du milieu jouent ~galement un rele im-
portant pour la n~oformation et le développement des boutons floraux
chez l'endive. MAEGARA et RANCILLAC (112) ont récemment constaté qUG
les ~l~ments min~raux selon la formule d0 Murnshi~~ et Skoog donnaient
de meilleurs résultats que ceux des formules de Knop, White, HelIer O~
Knudson. Ils ont montré que de fortes concentrations en azote N03 -) fa-
vorisent, comme celles de sucre, la n~oformation des fleurs. En portant
de 15 ~ 60 m.e./l la quantit~ d'azote, l'optimum de saccharose 75 g/l
peut ~tre abaiss~ à 51,45 et m~me 25 g/l.
L'auxine inhibe ln n~oformation des fleurs à 10- 6 (MARGARA,
RANCILLAC et BECK, 109; PAULET, 129) et ce qui paratt logique, une a~ti­
auxine l'acide triiodobenzoYque (10- 6 ), augmente la proportion des bour-
geons floraux (MARGARA, RANCILLAC et BECK, 109) mais PLryLET (129) nia
pas trouvé pour sa part cet effet stimulant du ATIB. Contrairement au
Tabac Wisconsin 38, l'acide gibbérellique ne se comporte pas avec les
tissus d'endive comme un inhibiteur, mais comme un stimulant léger de
la floraison (10-8 & 10-7 ), (MARGARA, RANCILLAC et BEeK, 109). Cepen-
dant, la gibbérelline ne peut romplQcer la vernalisation des racines
(PAULET, 129); vernalisation qui n'est en fait nécessaire que chez les
variétés tardives (}~RGARA et RANCILLAC, Ill).
La kinétine yrovoque la mont~ison des boutons floraux nGo-
formés sur des tissus de racines d'endives vernalisées et elle fi ten-
dance à stimuler la formation Qe bourgeons floraux sur des tissus de
racines d'endives non vernnlisées (PAULZT, 129). Le fait que les ticcus
floraux renferment souvent des composés anthocyaniques ou flavoniques
a permis de penser que certains composés phénoliques ou leurs précur-
seurs pouvaient être impliqués dans la floraison. PAULET et NITSCE
(130, 131) puis PAULET (129) ont mis en évidence un offet stimulant de
l'acide p-coumarique (10-5h) de l'acide chlorogénique (10-6M) et de la
phénylalanine sur la floraison de rQcines d'endives; l'acide shiki .
la quercitine et le kempferol étaient inacti:s (PAULET, 129).
NITSCH, C., puis NITSCH,C. et J.P o NITSCH (117) ont provoqué
la néoformation de fleurs sur des fragments de tiges végétatives de
Plumbago indicn L., plante de jours courts absolue. Ils ont pu induire
"in vitro" la formation des fleurs par le photop~ri~~e, comme BALDEV
(65) avec les apex de cuscute, RAGHAVAIJ (137) et RAGHAVAN et JACOBS (138)
avec les apex de Perilla, puis GRIESEL et CAPLIN (89) avec les apex de
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Cestrum vus préc~dem@ent. Los quantités optimum de saccharose sont in-
férieures à celles exigées par les tissus florifères des autres espèces
(20 à 30 %0). Mais comme pour ces dernières, les concentrations infé-
rieures à l'optimum de ln floro.ison ( ~ 20 %0) provoquent ln néoformn-
tion de bourgeons végétatifs meme en jours courts. Le s~ccharose peut
~tre remplacé,comme dnns le cns des explantGts de rncines d1endive,
par le maltose ou meme 10 cellobiose, mais non par le mannitol et le
lactose.
Les auxines et les gibb6rellinos inhibent la production des
boutons floraux, mais non l'adénine et les cytokinines. La guanine,
la thymine, la cytosine et l'uracile sont inefficaces, mais la thymine
ou son précurseur, l'acide orotique, stimulent la floraison quand le
milieu renferme déjà de l'adénine et de la kinétine. Enfin, les cis-
et trans abscissines II ont également un offet bénéfique sur la flo-
raison lorsque les cultures sont exposées aux jours courts, mais non
en jours longs.
c'est également à une plante de jours courts, le Streptocar-
pus nobilis C.B. Clarke, que se sont adressés récemment ROSSINI et
NITSCH (142) pour provoquer la néoformation de fleurs sur des morceaux
de feuilles en culture "in vitro". Les fragments prélevés sur des plantes
maintenues végétatives (jours longs) ont donné au bout d'un mois dos
boutons floraux s'ils étaient cultivés en jours courts, et des bour-
geons végétatifs en jours longs. Ici aussi, comme dans le cas du
Plumbago indica L exposé ci-dessus, la kinétine et d'autres cytoki-
nines ont stimulé la formation et le développement des boutons floraux •
L'acide gibbérellique a inhibé la floraison, mais contrairement à ce
qui a été obtenu avec d'autres espèces, l'acide/~indolyl acétique s'est
comporté comme un stimulateur. ~
Ces résultats concordent donc, dans l'ensemble, avec ceux dos
auteurs qui ont observé le comportement d'orgo.nes floraux excisés en
milieu non aseptique ou dans la nature, et o.vec ceux qui ont utilisé
les cultures "in vitro" d'apex ou de boutons floraux. La principale: re-
marque que l'on peut faire aux chercheurs qui se sont consacrés à l'é-
tude de la néoformation des fleurs sur les tissus cultivés "in vitro"
porte sur le "passnge" d'un soi-disnnt état végéte.tif à l'état floral.
En effet, dans la majorité des cas, les bourgeons reforment de véri-
tables petites plantes avec racine, tige et feuilles, ou avec tige et
feuilles, ces dernières pouvant ~tre réduites au minimum. Or, dans le
cas du tabac, il semblait, selon AGRION (58, 59) et AGRION-PRAT (62),
que la fleur était forméelld'emblé~". Malh~ure~semen~',à m~n av~s il
n'est pas évident que le retour prealable a l'etat vegetatlf SOlt ab-
sent, car les fleurs formées ne procèdent pas directement des tissus
végétatifs d'origine et l'essai de démonstration cytohistologique
d'AGRION (60, 63) n'est guère convnincant.
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En culture "in vitro", il n'est pas possible de dire également
si les méristèmes ~emillaires qui ~pparQissent parmi les cellules du cal
sont végétatifs ouofloraux, et si leur destin floral ne s'inscrit pas a-
près une phase de développement juvénile ou végétatif plus ou moins courte.
D'ailleurs, Je destin des méristèmes gemmaires n'est influençable qu'en-
tre le 3ème et le l2ème jour sous l'influence de la gibborelline chez le
ta bac ( AGII l GN_ PRA T, 62) e t ver s leI 4ème j 0 urs 0 us l' inf lue n c e deIa ph0-
topériode (jours lonGS) chez l'endive (PAULET, 129). D'autre part, la néo-
formation des fleurs ne se produit que s'il y a formation d'un cal (tissu
végétatif ou tout au moins non floral), et si l'on provoque une prolif6ra-
tion cellulaire "in vivo" sur la hampe florale de tabacs entiers à l'aide
d'une inoculation d'Agrobacterium tumefaciens, il y a apparition de fleurs
néoformées sur les tumeura (AGRION, 60, 61).
Le cal so comporterait comme un tissu végétatif ou intermédiaire
puisque leG 3ubstallces du milieu nutritif sont obligées de le traverser
~vant de parvonir a~ point de néoformation des fleurs. Or, il peut @tre
considéré comme à peu près certain qu'à cette faveur, ces substances sont
en partie métabolisées pal' les tissus de l'explantat ou du cal. Le cal re-
présenterai~ la phaGG végétative nécessaire à l'accomplissement du cycle
vital normal. La p~euve en est que la néoformation ne peut s'accomplir
qu'à la lu~ière e~ que les cultures sont sensibles au photopériodisme com-
me le serait un végGtal entier (Photop8riode de 18 h pour les tissus de ra-
cines d'endives selon PAULET, 129). D'ailleurs, il y a une cert~ine gros-
seur d'explantat au-dessous de laquelle il n'est pas possible d'obtenir
de fleurs~ que ce soit chez l;Endive (MARGARA et RANCILLAC, Ill) ou chez
le Tabac (AGRION-PRAT, 62). Il faut donc qu'il y ait une certaine surface,
un certa~n volume de tissu mère pour capter l'énergie lumineuse ou pour
biosynthétiser~ comme le ferait la plante, les produits florigènes néces-
saires à l:exprecsion et ~u développement dos fleurs, ceci à partir de pré-
curseurs pr0sents d~ns les tissus de hampe florale de t~bac (accumulés à
la faveur d<-; l~ mise à fleur des p12ntes Gntières) ou dans les réècines d'Gn~­
dives (accumulés à la f~veur d'un traitement de vernalisation). La biosyn-
thèse du l1flcrigène"~ ou la transformation du méristème gemmaire en méri-
stème végétatjf puis floral, sont stimul~es par l'action de la lumière de
façon indiscutable o
e. Culture de pl~ntules "in vitro" de la germination 2. la fructi-
fication c
Des méthodes pour la mise à fleur et la fructification de jeunes
plantules "in vitro" ont ~t6 mises au point par plusieurs chercheurs d~ns
le but d'~tudes génétiques et des relations h~te-parasite. Citons les étu-
des de LAIBACn (96) et c~:le de LANGRIDGE (99) sur Arabidopsis Thaliana,
de LOO (104) su~ Baeria Chrysostoma et de STEINBERG (396) sur Nicotiana
rustica. Les résult~t~ts de ces auteurs confirment en général ceux obtenus
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des plantules de N. rustic~ sur des milieux plus ou moins richeG en saccha-
rose, a observ~ que la concentrntion optimum pour ln mise à fleur ~tait
de 100 %0.
Enfin, OKONKWO (125 ~ 128) 3 r6ussi à faire germer et à obtenir
"in vitro" des jeunes plo.ntes de Strigr'. senegalensis, espèce p[~rasite des
cultures de Mars et de Sorgho en Afrique. Il incorpore au nilieu un ex-
trait de racine de Sorgho et utilise 10 milieu minéral de NilRASHIGE ct
SKOOG qui lui a donn~, comme MARGARA ct RANCILLAC pour leurs travaux sur
l'endive (113), de meilleurs r~sultats que le Knop. Les petites plantes
fleurissent "in vitro" uI!rès 4 mois 1- et donnent des graines viables. Elles
ne semblent d~pendre du Sorgho, lorsqu'elles le parasitent, que pour leur
alimentation en eau et en azote. Les quantit~s de sucre requises sont
moins importantes (20 %0 de saccharose) que pour le tabac ci-dessus, étu-
dié par STEINBERG (396). Par contre, le Striga a besoin de grandes quanti-
tés d'azote qui peuvent etre fournies sous forme organique (400 mg/l de
glutamine).
f. Conclusions.
Les travaux que nous venons d'analyser vont nous permettre de d6-
gager les principales id6es directrices qui seront utiles pour réussir aveC
le maximum de chances à provoquer une "évolution florale in vitro" des
boutons floraux de chrysnnth~me en voie de d6veloppement.
Les organes floraux en survie dans un milieu non o.septique et
surtout en l'absence de tout élément nutritif ne peuvent évoluer que chez
certaines esp~ces particuli~rement adaptées. En g~néral, l'évolution se
fait alors toujours dnns le sens d'un retour ve::cs l'état v6g0tntif.
Ln culture "in vitro!l permet de prolonger ln survie, mais il se
produit également un retour vers l'état végétatif si certaines conditions
ne sont pas réunies (quantités trop faibles de sucre - ex. expériences de
LA RUE, 101, fécondation de la fleur - ex. expériences de NITSCH, 118,119).
Quels sont les factours qui semblent agir sur l'évolution vers
l'état florc.l ?
1. La lumi~re.
La lumière est utile à la formation et au dévelop}ement des
fleurs, bien que les apex de ccrtnines espèces peuvent former des fleurs
à l'obscurité (cuscute, BALDEV, 65 ou le Scrofularia arguta, en l'ab-
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d " IfjIGIlT,Il"iC et CHOUARD, 113).sence e rnClnes; -
Il est )ossible d'ind-,_~ire "in vitro" la mise il fleur d'élpe~:
v6g~tatifs isol~s en photopCriode convenable : ex. chez la cuscute,
BALDJ.:;V, 65; le Perilla, R_~G}-I1\_V;_l'T, 137 et R:iGHAV.,N et ,L,-COB3, 1:38; le
Ce:::trt'.m, G;?IE8EL et C--,,-PLIiJ, 89; le Viscaria, BL~,KE, 69, etc. De m~jJ18,
la néoformation des fleurs "in vitro" ~1. l)o.rtir cle tissus inflorescen-
tiels a pu être am~lior~e en soumettant les cultures ~ des photopé-
riodes inductives (~~mpe florale de Tilbac; AGHION-PllAT, 62; PAULST,
129, etc.) ou à partir de tissus vigétatifs comme la racine d'endive
(PAULET et NITSCH, 130), des fragments de tiges v~gétatives de Plumbago
indica L (ITI'I'SCH et NITSCH, 122) ou des fragments de feuilles (Strepto-
carpus; ROSSINI et NITSCH, 142).
Pnr contre, les fleurs et les boutons floraux sont insensibles
au photopériodisme, bien que la lumi~re soit favorable à leur d~velop­
pement; il est donc utile d'éclairer les cultures.
2. La respiration est augment~e chez les organes en survie
et chez les plantes au moment de L, formation des fleurs. Pour faciliter
l'évolution vers l'état floral, il est semble-t-il indispensable d'as-
surer une bonne respiration des cultures.
3. Les éléments min~raux, en particulier l'azote et le bore
sont utiles à lu formation des fleurs (COMBES, 77, 314), à leur maintien
en survie (AARTS, 378, 380 » BELYNSKAYA, j79) ou à leur n~cformation
il in vit r 0" (HA RGA ILi e t RL}Ii CIL LA C, 112).
4. Les sucres favorisent aussi la survie des fleurs ou leur
néoformation. De fortes concentrations en saccharose sont nécessaires;
avec les fnibles concentrations, 20 à 30 %, les fleurs ne se forment pas
ou évoluent v~gétativement. Une seule exception est pr6sent~e par le
Plumbago indica L., pour lequel l'optimum n'est que de 20 à 30 0 (IJITSCH
et NITSCH, 117). Le saccharose est habituellement utilisé, mais lorsque
les fleurs sont formées à partir de tissus végétatifs, d'autres sucres
peuvent lui ~tre substitués.
5. Le3 auxines LIA, J,FA, 2.4.D inhibent la floraison lIin vi-
troll comme sur les plantes entières. Cependant, l'acido//)indolyl acé-
tique stimule la néoformation des fleurs sur les fragments de feuilles
de Streptocarpus (ROSSINI et NITSCH, 142) et le développement de l'ovaire
des fleurs à potentialité m11e·, ct inhibe - celui des étamines des
fleurs hermaphrodites du Concombre (GtLUN et coll. 84, 85).
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6. La Gibbérellinc rrGit de façon différente selon los es-
p~ces elle stimule p~~ execple la n~oforflation des fleurs sur les
morceaux do racines d'endive vernalisses, mais llemp~che sur les frag-
ments de tiges inflorescentielles de tabac, ou sur les fragments de
tiges v~g6tatives de Plu~bago indicn L. (NITSCH et NITSCil, 117).
7. La kinéti~c et les cytokinincs stimulent la formation des
f leur s, mai s sur t 0 u t ~ pré s e y!. ccCl ' a 1) x i ne 0 li d'.'l ct ~ il i ne.
8. L'adénine est aussi un stirJulateur sur-cout lorsqu'e-lleest
en m~lan~e avec la kin~tine.
9. Los inhibiteurs de croissance ont montre des effets di-
vers selon le8 esp~cGs et selon les a~teurc. Per exemple, l'acide tri-
iodobenzo~quo est inactif sur la néoformation des fleurs chez l'endive
(expériences de PAULET, 129) ou ln stimule (expériences Qe MARGARA,
RANCILLAC et BECK, 110).
10. Des acides nminés ou leurs précurseurs, certains précur-
seurs des acides nuc16iq~es, certnins précurseurs des compos~s antho-
cyaniques ou flavoniques (abendants dans les fleurs) aussi bien que
certains composés polyphénoliques ou leurs précurseurs, ont montré par-
fois une action stiœulante sur la floraison (PAULET, 129; NITS CH et
NITSCH, 117).
Snfin, deux points inportants ne semblent avoir retenu l'at-
tention des auteurs que très récemment : l'hétérog~néité du matériel
et des réponses à un B~me facteur, l'élOignement des sites d'absorption
et d'action des ~l~ments macro et microtrophiques.
a. Ln question de l'hétérogénéité du matériel cst passee sous si-
lence par precque tous les nutours. Il n'est fnit mention de répétitions
des exp~riences que dans les derniers tr~vaux, en 1964 et 1965, de
NITSCH et NITSCH, 122; ci'AGHION-PRAT, 62; de PAULET, 129 et de MARGARL,
107 à 110. Les observ~tions n'ont porté souvent que sur quelques or-
ganes développés par tr~itewent.
PAULET, 129, ~uis MLRGARA, 109, ont mis en évidenco une h~t~­
rogénéité des r~ponscs chez une w~ne vari~té d'endive, certnins explan-
tats de rQcines non vernalisécs ont pu former des fleurs. Chez 10 Tabac
Wisconsin 38, il existe un gradient de propension à la néoformation des
fleurs du haut en bas de la tige (CHOUARD et AGHION, 75).
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En ce oui COnCGT110 1':1 cUJ.cure "in vitro li :le 1Jo'c.ètons floro.ux
d~ chrysanthèmos; on re~2rque que les c2pituloo ne se d~veloppent pas
de ln ~~IlC manière solon 10 traitoQont subi par la plante (vernalisa_
tion, photopciriodisme) et scIon ln position des fleurs ln long de la
tige" il est donc nécessaire do standardiser la D~thode de mise à~'-fleur ot ~r~lover les boutons toujours au m~me endroit.
b. Aucun alüeur n'a tenu cOI'lpte de l'GloL~:'lc,Ient des sites d'ab-
sorption (ou do biosynthèse) et d~action dos substances. En principe,
le site d'action se situe au niveau dos méristèmes apicaux ou gemmaires
~ui formeront les primordia floraux (PLANTEYOL, 367, 368; LANCE-NOUGA-
REDE, 360, 364, etc.). Ce site d'action e~t en général séparé du site
d'absorption par des tissus ou des cellules qui, dans le cas des apex
ou des t i s "" us" v é gé ta tif s ", r e n fer men t dé j à Ci e s sub s t :l n ces a c t ive s •
Ces tissus peuvent métaboliser ausci les substances absorbées dans le
mil i cu. D' 0. i 11 e il r s, p l us 0 n pr \; l è v e d e t i s s us d i f f é r e n c i é sou Il i nt e r-
méc1iaires" avec le site ci'action, plus on modifie la réI)OnSe o.ux di-
vers traitements: cas de la mise à fleur de gemmules avec des frac-
tions plus ou moins inportantes de cotylédon, selon HENRICKSON (90),
cas des apex de Perilla cultivés seuls ou avec une ou deux paires de
feuilles, selon RAGHL.Vj~n et JACOBS (138).
C'est le cas également de la néoformation des fleurs à par-
tir de fragments de tige d'Iris (PERi;IR':~, 137), de tige ov. de hampe
cio tabac (AGRION, 58, 59; AGRION-PRAT, 62; CHOUA~l et AGHION, 75) ou
de r::tcine d'endive (PAULET, 129); de fragllents de tiges végétatives
de Plumbago indicn L. (NITSCH et NITSCH, 117) et mieux encore avec des
fragments de feuilles de Streptocarpus (ROSSINI et KITSCH, 142); le
photopériodisme ou le ther80périodisme agissant sur ces tissus peuvent
stimuler ou emp~cher la forrntion des fleurs.
D'ail18urs, lors~ue l'induction flor::tle a lieu ù partir de
tissus végétatifs (Travaux de OKONKNO sur les plcntes de Striga, de
NITSCH et NITSCH sur des fragments du tigo vég~tative de Plumbago, de
ROSSIr;I et NITS CH sur la production de fleurs par des fragments de
feuilles de Streptoc~rpus mobilis, C.B. Clarke), les quantités de sucre
exigées dans le milieu sont les D~mes que celles nécessaires pour les
cultures de tissus v~g6tntifs ( 20 ~o de saccharose).
On peut donc en conclure que l'étude d8 l'induction florale
ou de la néoformation des fleurs "in vitro ll à partir d'apex ou de tissus
v~g~tatifs ou plus ou moins inflorescentiels (fragments de tiges flori-
fères ou de hampe florale) est une méthode déj~ plua efficace que celle
qui c'onsiste à provocluer l'in vivo" la mise à fleur de plantes entières.
Mais ~ mon avis, ce nlest qu'une transposition du problème à une é-
chelle plus petite; sn complexit~ demeure.
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:Cn ce qui concerne la c'J.lture "i~1 vitrol! des bOtltons floraux
de chrysanth~me, c'est une ~uestion qui ne w'a pas ~chapp~. Dans ce
travail, les boutons floraux ont ét6 utilisés avec ou sans p~doncule.
J'ai tenté de cultiver des réce~tacle3 floraux, site de la formation
des fleurs sur un tissu floral, ~~iB sans beaucoup de succès car nu
moment de l'expérience, la technique de culture qui fait l'objet de ce
travail n'i';té.it pas au point. Le. culture des boutons floré.1JX ne COnS-
titue donc, dans mon esprit, qu'une 6ta~e d2llS les recherches qui doi-
vent tendre i r1ussir la cultUre du r~ceptac18 floral oeul, c'est-à-
dire le site de formation des fleurons avec le minimuEl de "tissus in-
termédiaires", ces derniers risquant en effet d'influencer plus ou
moins les réponses aux traitements.
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NAT E RIE L
A. HATERIEL.
!Ji ETH 0 D :8 S
Ce chapitre comprendra ln description ~u mat~riel utili3~ : pour
la mise è, fleur des chrysanthèmes, pour la fJr6~)ar:-'tion des houtons flora,c
(pr~lèvement, d~sinfection et ensemencement) et pour les cultures "in vi-
tro".
I. MATERIEL UTILISE POUR LA NISE A FLEUR.
a. Photo~ériodisille.
Les recherches pr61iminaires n~coGsaires pour dciterminer l'effet
de la longueur du jour et l'effet de~ variations s2isonnières de l'iütensi-
t~ lumineuse ont ~t~ effectu~es dans une partie annexe du Phytotron du CNRS
~ Gif-s-Yvette~baptisée Sailli-Phytotron, à partir de 1959.(*)
Cette in3t~11~tion comprenait un abri vitré exposé au midi et
grossi~reme~t climatisé à l'aide de radiateurs ~lectrilue3 et de puissants
ventilateurs. Ainsi, l'hiver la temp~rature minima pouvait être régl~e à
16-18° C, mais en ~t~, malgré la ventilation elle s'Glevait parfois à 30-
35 0 C au milieu de la journée.
Les chrysanthèmes plac~s sur des chariots, après 8 heures d'expo-
sition à la lumière du jour dans cet abri, étaient ensuite rentrés danG
des salles "obscures" indépel1dllntes, srossièrement climatisées (16-HJo C)
pour y passer la nuit. Certaines salles comportaient, suspendues au plafonQ
par d88 chaines réGlables, des batteries de tubes fluorescents Philips
"Blancs Lumière du jour de luxe" de 40 w chacun, commandées par des horlo-
ges et qui permettaient de donner un éclairage d'appoint avec une intensi-
té de 3000 lux au niveau des plantes. On obtenait avec ce dispositif les
photopériodes suivantes :
(*) A cette ~poque, malheureusement, le Phytotron n'était pas encore
terminé et je n'ai pu bén~ficier de ses installations.
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Photopériode
T A BLE LUI
1 Te~ps d~exposition ~
i l~ lumière du jour
Ci bri vi tré)
Eclairage su~plém8D­
taire artificiel
Salle nO Temps
8 heures 8 heures 1 a
10 8 2 2
12 8 3 4
14 8 4 6
16 8 5 8
24 8 6 16
b. Froid.
Les études sur l'exigence de froiQ (vernalisation) ont été
effectuées à l'aide d'une chambre froide à + 5° C, ventilée, dans la-
quelle des tubes fluorescents Philipe lIBlanc lumière du jour de luxe ll
de 20 W dispensaient 1500 lux environ au niveau des plantes pendant
9 heures (j.c.).
II. MATERIEL POUR LA PREPARATION DES BOUTONS FLORAUX (PRELEVEMENT,
DESINFECTION ET ENSEMENCEMENT).
Ces instruments comprennent : une boîte à g2nts avec ses ac-
cessoires, une soutireuse, des aiguilles d'ensemencement et des flacons
à désinfection et à eau stJrile.
a. La bo1te à gants (Plnnche l, FiG. 1).
Elle a ~t6 conçue de mani~re ~ pr~senter un volume d'air facile
à stériliser et surtout à maintenir stérile. Sa forme g~n6rale est celle
d'un p~rallélépipède (75 x 55 x 70 cm). Mais l'un des dièdres, dont l'a-
rête est constituée par l'une de:; grandes longueurs de ln partie supérieur8
a été supprim~. Le volume est tronqu~ par un pl~n inclin6 allant du prafond
dont il ne subsiste que 16 cm de largo, vers la base du grand cet~ latéral,
dont il ne subsiste qu'un panneau de 25 cm de haut. Ce plan incliné se trou
ve placé vers l'avant de l'appareil et comporte une vitre (gl) par laquelle
l'opérateur peut suivre toutes les opérations à l'int8rieur de l'enceinte.
1e ~lafond de la boîte, ~insi que la partie supérieure du plan
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incliné ci-dessus, est en t~le d'nluminiun (al) afin de résister à la cha-
leur du bec bunsen (b) qui 8e trouvera ~lac~ au-dessous, sur le plancher
de ln boîte.
Le pnnneaL vertical, ~ llavant de l'appareil (reste du gr2~d ce-
t6), ~ une hauteur modeste, ainsi qu'il est ~it plus haut (25 cm) malS suf-
fisante pour recev,ir par deux orifices elliptiQues des uanchons (mu.) cn
matière plastique destin8s au passage des bras de l'opérateur. Sur les f3-
ces des deux eztr~wit6s de la boîte, sont perc6es deux portes (30 x 30co)
fermant hermétiquement (pd, pg) par lesquelles on peut entrer ou sortir
le matJriel; elles peuvent ~tre enlevées pour permettre llassembla3e lat~­
raI et la communication de plusieurs bottes à gants, en vue d'un tr2vnil
nécessitant plusieurs opérateurs.
8ur la grande paTui verticale du fond et en haut sont disposés:
un tube à ultra-violets (UV) (lampe germicide Philips de 40 W) dont l'ef-
ficacité bact6ricide et fo~gicide a été contr~lée, et un tube fluor28cent
blanc de 20 W pour l'éclairage normal (L); chaque tube est command8 ind8-
pendamment par un interrupteur (lt).
Afin d'~viter toute pollution de l'air de l'enceinte après sn
stérilisation, par l'ouverture des portes ou l'introduction des Baine dans
188 manchons, llatmosphère est toujours maintenue en surpression. Un brO-
leur buneen (b) permet de st~riliser les instruments. Cependant, ce br1-
leur (Planche l, Fig. 2) a été modifié de manière à éviter son extinction
par un épuisement progres~if en oxygène de l'air de l'enceinte. La vi-
role a été remplnc~e par un manchon en m~tal (m.) eur lequel une d~riv~­
tion fixoe à un tube en caoutchouc ~ermet d'npprovisionner la fln~me en
air frais venant de l'oxtérieur (Planche l, Fig. 3). L1air ainsi introduit
ne contaQine pas celui de l'enceinte parce qu'il passe au fur et à ~esure
dans la flamme qui le stérilise. Les gaz br~l~s du bec entretiennent la
suppression nécessaire po~r empgcher toute entrée d'air extérieur pollué.
Cependant, afin quo la temp6rature reste dans des limites convenables, il
est nécessaire d'évacuer malgré tout une partie des gaz br~lés à llaide
dlune trappe (v.) (dont l'ouverture est réglable (o.)) placée à la partie
supérieure de l'une des extrél~it~s de l'enceinte. Bien que la pression des
gaz empêche llair extérieur de pénétrer, il est pr6fér~ble cependant de
fermer cette trappe lorsque l'on ouvre llune des portes de la botte, afin
de ne pas créer un appel d'air extérieur par tiraGe.
b. La soutireuse (Planche l, Fig. 4 et 5).
Elle permet dlenlever aseptiquement les liquides du vase de dé-
sinfection. Les orc~nes désinfectés ne peuvent être entraînés vers l'exté-
rieur comme au cours dlun transvasoment. Cet ~PJareil comporte un petit
Erlenmeyer de 50 cm3 dont le col est fermé ù l'2ide dlun bouchon de caout-
chouc ou de mati~re plastique percé de troie trous. L'un de ces trous lais-
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S2 passer un tube fin coud~ (na l ng) m~tallique de 3 mm de diam~tre
et dont l'extr~mit{ extérieure, f~i82nt un angle de 60 0 ~ 80 0 avec celle
qui pén~tre dans le flacon ~ une lon~u8ur de 20 ~ 25 cm.
Un autre trou du bouchon reçoit un petit tube de verre (na 2),
replié selon le meme angle que 10 tube précédent et qui pénèt~e jusqu'QU
fond de la fiole. Ce tube sera prolonGé pa~ un r.utro tube souple en ma-
ti~re plastique (chlorure de poiyvinyle) qui, fixé ~ une trompe ~ vide
(v), permettra de feiro une d~pre8sion d~ns le flacon ct d'évacuer les li-
quides soutirés.
Enfin, par le troisi~me trou passe un autre petit tube en verre,
court (no 3), qui met l'atmosph~re du flacon en équilibre avec l'exté-
rieur. Son obturation provoque une dépression de la part de la trompe ~
vide par l'intermédiaire du deuxi~me tube, et les liquides peuvent ~tr8
aspirés par le tube métallique na 1.
Pour évacuer le liquide d'un récipient aseptique, on proc~de
avec cet appareil comme on le fernit avec une aiguille à ensemencer (~ig.
5). On prend l'erlenmeyer dans la main droite, l'index levé au-dessus du
tube na 3. Le tube métallique (na 1) est stérilis~ par chauffage à la flam-
me du bec bunsen. Il suffit ensuite d'ouvrir le flacon dans lequel se trou-
vent les organes désinfectés, d'y faire pén~trer le tube métallique stéri-
lisé de la soutireuse et d'obturer doucement avec l'index le tube na 3 de
celle-ci: le liquide est immédiatement aspir~ dans l'erlenmeyer d'où il
est évacué par la trompe à vide. Il n'y a pas de danger d'un retour du li-
quide de l'erlenmeyer dans le vase à stérilisation, car les diam~tres des
tubes sont calculés de telle sorte que, m~me lorsque le tube na 3 n'est
pas obturé, l'aspiration de la trompe est suffisante pour créer une tr~s
lég~re dépression dans la fiole et par conséquent une faible aspiration
par le tube métalliQue (na 1).
On pourrait craindre que le tube métallique, chauffé pour sa sté-
rilisation par la flamme du bec bunsen, ne vienne, quand on le plonge d2ns
le vase ~ dcisinfection, br~ler les organes ou les abîmer en provoquant
une augmentation do la température du liquide dans lequel ils baignent. Il
n'en est rien si l'on Q soin de faire affleurer la pointe du tube de la
surface du liquide au début de l'aspiration. Les premiGres gouttes absor-
bées refroidissent rapidement le tube et évacuent aussitet Itexcédent de
calories.
Le d~bit de la trompe à vide doit 6tre réglé pour être
faible ni trop fort.
ni trop
Enfin, lorsque la derni~re goutte de liquide est civacuée du vase
à désinfection, il est nécessaire d'arr~ter rapidement Itaspiration en ces-
sant d'obturer avec l'index l'ouverture du tube na 3.
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c. Les flacons à désinfection (Planche 1, Fig. 8).
Ils ont ét~ également modificis. Tout d'abord, la pratique m'a
montré qu'il e0t difficile et risqué d'utiliser un récipient trop gra~~ .
par rapport au mat~riel végétal à st~riliser. En l'occurrence, pour s~erl­
liser une dizaine de bOütons floraux, il f[ut un récipient de 50 cm3 en-
viron.
Au début, je stérili3ais dans des tubes d~ culture en Pyrex
24 x 160 j,m, obturés po.r un bouchon de coton. Très rapidement, ce système
s'est montré incommode car il fallait un portair assez important, et en
versant le liquide ou les eaux de lavage, les boutons étaient entraînés à
l'cxtorieur; l'usa~e de la soutireuse permet d'éviter cet inconvénient.
D'autre part, le bouchon de coton pouvait, à chaque opération, entraîner
des germes sur la paroi intérieure du tube; un mauvais flambage et tous
les boutons )ouvaient etre contaminés.
J'ai choisi alors l'erlenmcycr de 50 cm3, dont le col a été cou-
pé de son rebord ivas6 (il reste la partie droite et cylindri~ue). Le bou-
chage est effectué à l'aide d'une capsule m~tnllique (Uorton Stainless
Steel) ou par un capuchon cylindrique en verre (tube à fond plat) de 5cm
de haut et d'un diam~tre intérieur supériourde 2 à 3 mm à celui du dia-
mètre extérieur du col de l'erlenmeycr.
Le flacon, avec son capuchon, est st6rilisé à l'autoclave avant
utilisation.
d. L'aiguille à ensemencer (Planche l, Fig. 6, 7).
C'est en r~alit6 une fine spatule fendue en V à son extr6miti.
Elle ressemble un peu au petit instrument en bois (fourchette) que les
horticulteurs utilisent pour le repiquage des plantules de Begonia. Elle
est constituée PQr un ruban de ferro-nickel de 60 mm de long sur 2,5 mm
de large, que l'on soude à l'extr~mité d'une tige de verre ou qui est ser-
ré dans un porte-aiguille ordinaire.
111. HL. TERIBL FOUR LA CULTURE Il TIr VI TRO" 11:':;3 SOUTONS FLORA UX.
a. Les tubes de culture (Plélnche 1, Fig. 9).
Les tubas de culture qui recevaient les Bilieux nutritifs et les
boutons floraux étnient du modèlo courant 24 x 160 mm. nu cours des pre-
miers essais, ils étaient bouchés avec du coton et coiffés d'un pepier d'a-
luminium stérile, selon la méthode conseillée pour les cultures de tissus
végétaux (GAUTHER~T, 291; HELLER, 292). Mais ce système emp~chait un ~clai-
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rement uniforme des cultures, les lampes étant p~~cé~s,au-de~su~ d~s.tubes.
C'est lQ raison pour laquelle les tubes ont ensulte e~e fer~es,~ l~~~d:
d'un caDuchon en verre de 50 mm de haut (Planche l, Flg. 9). L eclGlle~ent
était ainsi facilité "insi que la respiration des cultures, 2~is afin qU8
l'air de la salle de culture n'entre pas dans les tubes ~ la faveur d'une
variation journali8re de la température et afin que les milieux ne se dé-
shydratent pas, ln salle de culture a été climntis~e.
b. La salle de culture.
La température de la salle était maintenue Q + 25 0 C + 0,5 0 C et
l'humidité relative à 65 % + 2 %, ce qui évitait la pénétration-intempes-
tive de l'air dans los tube~, l'air était ainsi renouvelé par une diffu-
sion lente des gaz et les milieux perdaient une tr~s faible quantité d'eau,
de sorte qu'il a étc'; possible de conserver pendant plusieurs années des
cultures sans aucune contamination.
Bien que les boutons floraux de chrysanthème se soient montrés
à peu près insensibles au photopériodisme, ils étaient cependant éclairés
dans la salle de culture par des tubes fluorescents Philips "Blanc lumière
du jour de luxe" dispensant 3500 lux au niveGu des cl'.ltü.res pendant 9 h
par jour.
B. lJIETHODES.
Nous examinerons successivement : la méthode pour la production
de boutons floraux standards, la méthode de prélèvement et de désinfection
des boutons, la méthode de culture "in vitro" (mise au point du milieu de
culture de base, l'ensemenccwent) et les méthodes d'observation et d'inter-
prétation des résultats.
I. METHODE POUR LA PRODUCTION DE BOUTONS FLORAUX STANDARDS.
Afin d'éviter une hétérogénéité génétique, les plantes provenaient
d'un bouturage effectué toujours dans les m~mes conditions à partir d'un
m~me cl~ne. Mais la fleur étant la résultante de la vie végétative de la
plante et des réactions de cette dernière vis à vis des divers facteurs du
milieu, il ~tait indispensable de comparer diverses variétés afin de choi-
sir la plus stable et celle qui pr80entait le minimum d' llempêchements" ~
la mise à fleur.
* Ce système de bouchage est à présent adopt~ dans plusieurs autres labora-
toires.
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Entendons par l~ que la plupart des vGri~t~s ne ~eu~~nt fleu~ir
qu'~ la condition d'avoir suhi le froid de l'hive~ (~e~~~llsa~lon) o~ aes
jours longs préc~~ant les jours courts etc. Ces lnhlbl~lons successlv~s
qui se prtsentent au cours de l~ vie de la plante l'eD,~chent de fleurlr
de façon intempe.Jtive en contre saison, mais les conditions C}ui permettent
de lever ces barrages successifs conEtituent autant de causes çui indui-
sent une hétérogénéité dans le r8sultat final: la formation du bouton flo-
ral.
Les expériences preliminaires qui ont permis le choix d'une va-
riété ont dur~ quatre ans envi~cn. Dix vari~t~s ont ét6 comparées quant ~
leurs r6actions vis à vis des facteurs du milieu: température (vernalisa-
tion des drageons, température f~vorable à la croissance et à la floraison),
longueur du jour (Photop~riodisme), aptitude à la formation des fleurs à
l'obscurité, ré~ctions à la gibbcirelline, etc. Pour la plupart de c~s va-
riét(~s, je n'ai ci',lilleurs trouvé !J.ucune dOllllée précise dans la litt?'ra-
ture en ce qui concerne leurs exigences écophysiologiques. Les r6sultats
obtenus, qui n'entrent pas dans le cadre ~e cette 0tude, seront publiés
u l t é rie u :c e men ·l~ •
. *En définitive, c'est la vp-:ciété "Souvenir de Georces PECHOU" ,
cl~ne de serre tiède, qui il oté choisie. Cette variété,cultivée pendant
une vingtaine d'années en serre tièdedc 18 à 35° C par N. le Professeur
P. CHOUARD,a donnu naisG~ncc Q un c16ne qui ne ressemble plus (la colora-
tion des fleurons mise ~ Jort) ~ la variété horticole d'oriGine.
Aussi, il m'a semblé indispensable de faire vérifier l'identité
de ce chrysanthème p2cr un spécialiste. A cette fin, des "potées" ont été
préparées par la méthode horticole habituelle: hivernage des ~ieds mères
sous chassis, bonturage des rejets au printemps et conduite de la crois-
sance et de la floraison par pincements et éboutonnages successifs. **
a. Description sommaire de la variét0 30~venir de *Georges PECHOU •
La variété ~u commerce a l'aspect représenté par la Figure l,
planche VII. C'est une variét6 déjà ancienne qui servait surtout à la pro-
duction de "fleurs coupées" pour la pr~parD.tion de bcuquets, car les capi-
tules se dégagent bien du feuillage ~ l'aide d'une hampe florale assez lon-
gue (20 à 35 cm). La plante a en générRl 50 à 80 cm de haut, les tiges sont
robustes et de fort diamètre. Les feuilles grandes (jusqu'à 15 cm de long),
* Chrysanthemum morifolium Ram. x C. indicum SaI. - c.v. Souvenir de Georgcc
PECHOU.
** La préparation de ces plantes il été effectuée par N. LEMAIRE, jardinier
fleuriste professionnel du CilRS à Gif-s-Yvette et la détermination à par-
tir des "potées ll ainsi prépéCrées, par N. P,':RON - Ingénieur horticole-
Président de la Sec·Gion "Chrysanthèmes" de lu Société NationalE: cl 'Horti-
culture de France. Je tiens l'un et l'autre à les assurer de ma très sin-
cère reconnaissance.
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l'5panouissemcnt une force sub-sph2Grique CGr les plus grands f~eurons 11-
gul~s sont l~~~remen~ retambants. Le2 fleurons sont de couleur J~une et
souvent color~s de rou~e-w2rron su~ la face inf~rieure de leur llgule. La
li~ule s'citnle plus ou moins ct se termine par quelques grosses ~ents ou
lobes irré~uliers. A 12 fin de la floraison, il appar2ît sort2.nt du sol
au bas de ia plante, des drageons dormants ~ entrenoeuds courts et feuilles
en rosette (flèclles, fig. l, Plo.nche VII). Ces clrageons ne peuvent se dé-
velopper en jours courts si l'on sectionne les tiges principales. Leur
dormance peut ~tre levée par un séjouy au froid (hivernage) ou par des
jours longs.
Le cIO ne (p l El n che If l 1. fig. 2. 4 et 6) cul t i v é sen s'fi: r e t i Gè. e ,
en jours longs, est plus élanc~. Il peut donner des branches grêles ayant
parfois jusqu'à l à 2 m~tres de long. Les feuilles sont plus courtes que
chez la variété type (7 ~ 10 cm) et d'un vert p~le. Le bouturage de l'ex-
tr~mité des tiges en croissance donne des plantes à tiges fines parfois
pigment~es de rouge à la base. Elles fleurissent aussi bien en jours longs
qu'en jours courts, au ti~de à 16-20° C, ainsi que nous le verrons ci-a-
près. Les dr:lgeons qui ~èplJarLis8eni:: à la base ne sont pas dormnnts; ils se
d6velo~rpellt filoins rlJidement que L' tige principo.le (Pln,nche VII, FiG. 2,
fl~che). Ils fleuris~ent ~ leur tOI!r d~s que les capitules de la tige 9rin-
cipalc sont épanouis. Les capitules ont des fleurons jaunes; la pigmenta-
tion rouFe-marron de ln fnce inf~rieure de la ligule a disparu presque co@-
pIètement. Comme la ligule des fleurons est moins longue et moins large
que chez la variété du commerce, ils retombent très peu, de sorte que les
c~~itu18s vus en dessus ont un aspect r~yonnant (Fl&nche VII, fig. 4).
b. Ex~men succinct des exigences écophysiologiques de la variété Sou-
venir de Georges PECHOU - Clene de serre tiède.
Le chrysanthème 0. été clQss~ par GARNER et ALLARD en 1923 (15)
parmi les plpntes de jours courts. Depuis, de nomhreux tr2Vil.UX (voir la
l "tt" 't" l CO" 1 h·t) t . d "J' "11 cra~ure Cl 8e a a lln QO ce c.apl re on permls e UBcermlner qu 1
existait, parmi les variétés de chrysanthème, tOl!te une gamme quant aux
r~nctions aux divers facteurs du milieu et notamment en ce qui concerne le
besoin de vernalisation , les effets de Le tempér2ture sur la croissance
et la mise à fleur, le photopériodisffie, les réactions ~ ln gibbérelline,
etc. Ainsi, cert~ines vari6t6s no peuvent être mises ~ fleur qu'après a-
voir été vcrnalisées, mais chez d'auires l'effet du froiâ peut être rempla-
cé PQr les jours longs ou par la gibborelline. Après vernalisation, cer-
taines v~ricités sont rendues sensibles aux jours courts, mais d'cutres peu-
vent ~tre mises à fleur par des Jours longs, etc.
Ac'cune donnée sur la cOlLllJOrtc"lent de la vc:riété Souvenir de Geor-
ges PECHOU vis-à-vis des facteurs du milieu n'a 6té trouv~e dans la lit té-
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roture citée à ln fin de cet ouvxnge, Les résultQts qui ont permis la con-
. de,q exigences 6cophvsiolngiques de ce clene no pouvant être ex-iJ.CtlSSc,nce _ J
lJosés ici "in e~~t8nsolf, ils feront l'obje~c de publico.tions ultérieures.
Ces recherches prciliminnires viSGient à ln mise au point d'une
m{t~ode de mise à fleur pour lu production des boutons flornux standards
nécess:-"ires aux cultures "in vitro". L'eSSc;ltiel des résultats obtenus 3-
tridt : à l'effet de le. temllér':-l-Gure, de l'acide gibbérellique et de la
longueur du Jour sur l~ croissance, la mise ~ fleur et l~ forme des bou-
tons floraux et à l'effet de l'obscurit~ sur l~ formation des capitules.
1. Effets de la température.
Le cl~ne utilis(; n'ayant pas de dro.geons dormants en serre tiède
n'a pns besoin de vern21isn-cion. Une série d'expériences Cl permis de mon-
trer d'~illeurs qu'un abaissement de temp~r:J.ture à + 50 C ralentissait le
développement des drageons. Par hivernages répét&s des souches sous ch~s­
sis apr~s floraison (*), ou par des refroidissements répétés en chambre
froide à + 2,5° C, il npparaft à la bose des plantes des drageons dormants
avec des feuilles en rosette et oui ont à nouveau besoin de verno.lisation.
Ce clOne est donc déshabitu~ du iroid (RADECHAULT et CHOUARD, 228)
Pend2nt 12 croissance des tiges, et surtout pendant le trai-
tement de mise 2 fleur par les jours courts, un abaissement de la tempér2-
ture au-dessous de + 7° C inhibe l'allongement des entre-noeuds; il se for-
me alors une rosette perchée de feuilles à l'extrémit~ de la tige princi-
pale. La reprise de l'allongement et la floraison sont retardées d'autDnt
plus que l'abaissement de température a ~t~ important et a dur~ plus long-
temps.
Ce clene doit ~tre cultivé ~ une température minimum de + 16° C.
2. Effets de ln longueur du jour.
L'exp6rience suivante, prise comme exemple, comportait 6 lots de
10 plantes issues de boutures et qui ont été traitées p~r 6 photopériode3
différentes 8,10,12,14,16 et 24 h à l'::,-ide du dispositif dôcrit d:o.ns
le chc..pitre ''l'L;.t,'::riel''.
Chaque semaine, j'ai mesuré 12. taille des plantes, compté le nom-
bre de feuilles et observé le déroulement de la mise à fleur. Les courbes
de croissance (Graphique 1) ainsi que les courbes ~e production de feuilleG
montrent qu'il existe deux grou~es de plantes très nettement séparés et qui
se ~éveloppent diffSreument. Le t~bleLu II d~ns lequel sont consign6s lR
(*) C'est cette technique qui a été utilisée pour vérifier l'identité de ce
cl~ne de serre tiède.
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Graphique 1
Croissance d. plantes en fonction de la Photopérlode
10 18 24
Avr.
5 12 19 25 3
Mars
1 14 21 2
Fev.
o
75
50
100
cm
taille illoyenne finale de chaque lot, le nombre final moye~ de,feuilles
6roises jusqu'~ la fleur torminale, et le temps moyen de mlse a fleur (nom-
bre de jours écoulés depuis le début du traitement jusqu'à l'apparition
du bouton floral ~ l'extrémité do la tige) permet d'arriver à la m~me con-
clusion. Le premier groupe est celui des planteo en jours courts 8 ~ 12 h
et le second- celui des plantes en jours longs 14 ~ 24 h.
TABLEAU II
EFFETS DE LA LONGUEUR DU JOUR SUR LA TAILLE FINALE, LE NOMBRE
DE FEUILLES A LA FLORAISON ET LE TEMPS DE MISE A FLEUR
Photo périodes
Observations 8 h 10 h 12 h 114 h 16 h 24 h
33. 66 167.58
Hauteur moyenne des plantes 98,9~(en cm). 21,12 31,02 95,65
-::.3 , 42 -::.2 ,20 :!:l'57r12'17 -::.7,20 -::.8, 2 5]
Nombre moyen de feuilles 10,20 Il,80 13,80 28,80 39,80 32,40
par plante ::t0 ,56 -::.2,78 +1,02 +5,50 ::t4, 3 4 -::.5,72
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1
110,20Temps de mise à fleur 2 3 , 80 1 24,20 23,20 103,6 138,20(en jours) +3,25, "±"8,67 "!"3,24 :1:"61,34 "t 42 ,23 "i"58,37!
1 ,
En jours courts (8 à 12 h), le cycle végétatif est plus court
qu'en jours longs et la floraison be~ucoup plus précoce, plus groupée et
plus homogène. Si cette expérience avait été arr~tée au 62ème jour, alors
que la floraison du premier groupe était bien établie (fleurs épanouies) et
que les plantes du deuxième groupe étaient toujours dans leur phase active
de croissance végétative, on aurait pu penser que cette variété était de
"jours courts" (c'est ce qui a été fait par d'autres auteurs pour d'nutres
variétés). L'étude mathématique approfondie des résultats obtenus et qui
sera publiée par ailleurs a permis de mettre en évidence l'existence de
deux modes de mise ~ fleur ayant leur optimum respectivement en jours
courts (10 h) et en jours longs (16 h d'éclairement).
Non seulement les plantes de ces deux groupes ont une croissance,
un port et une floraison différentes, mais elles donnent lieu à la forma-
tion de deux sortes de boutons floraux déjà connus des horticulteurs : les
"boutons couronnes"(jours longs) et les boutons "terminaux" (jours courts).
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_ Forme et structure des boutons floraux des plantes en jours
longs et des plantes en jours courts - Choix des boutons flo-
r~ux pour les cultures aseptiques
En jours longs (14 à 24 h), le bouton de l'extrémité de la tige,
appelé "bouton couronne" par les horticulteurs, a ln forme d'un tronc de
cOne renverGé. Il est vert fonc6 et présente de nombreuses cOtes formées
par des br~cté8s saill~ntes. Il est porté à l'extrémité d'une longue hampe
florale (de 10 à 25 cm de long) sur laquelle se trouvent des bractées, lan-
guettes foliacées libres, l~ncéolées, sessiles, épaisses, distribuées sur
de nombreuses hélices. Près du feuillage, 12 transition est souvent brusque
c'est-à-dire que l'on observe rarement de formes interméuiaires entre les
bractées sessiles et entières, et les feuillos pétiolées et dentées. A
l'aisselle des dernières feuilles, à ln base de la hampe florale, se déve-
loppent des rameaux qui porteront à leur tour des boutons floraux à leur
extrémité.
La floraison en jours longs est plus hétérogène qu'en jours
courts; (les boutons ont des t~illes différentes et se développent plus ou
moins vite selon les plantes) et la mise à fleur est plus &alée puisque de
tels boutons apparaissent entre 3 et 6 mois après le début du traitement
(les épanouissements commencent après 152 jours seulement). Enfin, à l'in-
térieur du bouton, les fleurons sont séparés par des bractées qui dimi-
nuent de taille puis disparaissent plus ou moins complètement en allant
vers le centre du réceptacle (Planche IX, fig. 9).
En jours courts (8 à 12 h), le bouton de l'extrémité de la tige
principale est arrondi, sub-sphérique et légèrement comprimé en dessus et
en dessous. Sa surface est presque lisse car les bractées sont fines, sub-
papyracées et bien jointes. Il n'y a que deux à trois couches de bractées
à l'extérieur du capitule; sur le réceptacle, il ne se forme que des fleurs,
La hampe est remplacée par un pédoncule court sans bractées libres; la der-
nière feuille à la base du pédoncule est souvent sessile avec un limbe ré-
duit à trois lobes et ne rappelle en rien les bractées épaisses de la hampe
florale des plantes en jours longs.
A l'aisselle de chaque feuille se développe un bouton identique
à celui de la tige principale avec un pédoncule simple également sans brac-
tées. Les boutons "axillaires" sont de plus en plus petits au fur et à me-
sure que l'on descend vers la base de la tige, les boutons supérieurs in-
hibent par corrélations de croissance ceux qui sont situés au-dessous d'eux!
ceS corrélations sont peut-~tre de m~me nature que celles qui règlent la
croissance des bourgeons végétatifs axillaires des végétaux (CHAMPAGNAT,
4, 5) • Les boutons axillaires peuvent ~tre considérés selon l'expression
définie par MARESQUELLE comme des inflorescences de "renfort" de ln fleur
principale (360 à 363).
Les trois premiers boutons axillaires se développent cependant
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presque aussi rapidement que le bouton principal. L~ur croissanc: est,
semble-t-il, identique ainsi que le montre le graphlq~e II. ,A~SSl! ~e,
sont ces boutons de m~me forme, de même structure, qUl ont ete ,utlllses
pour les cultures !lin vitro!l. Leur forme Gt l'c.bsence de bractees sur leur
pédoncule permettent une désinfection efficace. Le choix du bouton termi-
nal aurait nécessité la préparation d'nutant de plantes que de boutons u-
tilises ct, d'autre part, les autres boutons axillaires situés à un ni-
veau inférieur sur la tige n'ont pas été retenus car ils semblent l'oljct
d'inhibitions plus ou moins fortes, ce qui est une source possible d'hété-
rogénéité.
3. Effets de l'obscurité.
Un caractère important à signaler aussi est la possibilité de
la formation des capitules à l'obscurité. Les exemples de plantes fleuris-
sant à l'obscurits sont rares, ce sont en génGral des plantes de jours
longs et le phénomène ne peut se produire le plus souvent qu'en présence
de quantités importantes de sucre. La cuscute, ainsi que nous l'avons vu
dans le chapitre Historique (expériences de LOO et de BALDEV) présente
cette intéressante propriété.
J'ai effectué des expériences sur trois variétés dont la varle-
té Souvenir de Georges PECHOU - cl~ne de serre tiède. Seule cette dernière
a pu former ses boutons floraux à l'obscurité (les drageons à la base et
le bourgeon terminal étaient protég~s par une cache en toile noire). La
variété Mélodie a formé ses fleurs à l'obscurité seulement après un trai-
tement à la gibbérelline.
c. Mise au ~oint d'une méthode de préparation des plantes pour la
production de boutons standards.
La variété Souvenir de Georges PECHÜU, cl~ne de serre tiède,
présente donc de nombreux avantages.
1. Elle n'a pas de drageons dormants et n'a pas besoin de verna-
lisation.
2. Elle est indifférente au photopériodisme et le développement
des boutons n'est retardé que par les jours longs ou l'obscu-
rité.
Il vient à l'esprit que l'on pourrait produire des boutons en
traitant les plantes par des jours courts, mais de cette manière, le maté-
riel végétal serait vite épuisé car les jours courts accélèrent la mise à
fleur des bourgeons terminaux. Il paraît nécessaire de provoquer un déve-
loppement végétatif par des jours longs, indispensable pour la formation
des pousses utiles pour perpétuer la vari6té. Ce développement végétatif
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permettra ~galement ~ la plante de se,fortifier et.de biosynth~tiser les
rùacro-81éments qui serviront ensuite a l' lIexpresslon flor8.1e ll ; 1).n cycle
normal végét2tif-floral sera ainsi recr2é.
Le cycle de ~r6p~~ation comprendra les a~2pes suivantes boutu-
rage de l'extr6nit6 v6gjt~tive d'uns tige en jours longs. A~r~s enracine-
, "' t '," lment et rempotage dans un llielange ter~e franclle- erreau a par~les aga es,
les plantes seront lais~~es en jours longs j~squ'~ ce qu'elles aient pro-
duit un certain nombre de feuilles et qu'el~es ai~~t atteint ~ne taille
permettant de pr61ever ~ nouve2U l'extr0Dit~ de la tige pour faire une
nouvelle ')outure en jours longs. La tige de la plante sera rabat~ue à
treis feuilles (pincesent des horticulteurs) et laissée en jours longs
jusqu'~ ce qu'un rame dU axillaire, d6velopp~ ~ l'aisselle de la feuille
supérieure ~u tronçon de tige resc~nt, ait atteint une certaine taille.
Puis la plante sera pa8s~e en jours courts pour sa mise à fleur.
La bouture de l'extrémité de la tige,pr~lev6e au moment du pin-
cement,sera rempotée apr~s enracinement, laissée en jours longs jusqu'~
ce que la jeune plante ait une certaine taille, pu_s la tige sera pincée
't . f '11 . l ' 'd '(l' ' , "t' "' ,a rOlS eUl es co~we oans e cas prece en~ ex~r8ml é serVlra fi pre-
parer une nouvelle bouture, tandis que la souche rabattue sera laissée en
jours longs jusqu'à ce que le rameau axillaire qui remplace la tige prin-
cipale ait atteint un certain d~velo)pement, puis plac~e en jours courts
pour ~tre mise à fleur et ainsi de suite.
Il Y a donc deux p8riodes de traitements par les jours longs
dont il convient de d6terminer l'importance: le nombre de jours longs que
peut subir la jeune bouture et la jeune plante jusqu'~ 30n pincement pour
le pr~lèvement d'une novvelle ~)c'Llture de "t~tell et le nombre de jours
longs que doit subir la souclle rabattue (période de pr6traitement pendant
laquelle se d~velop}era le rameau axillaire remplaçant la tige principale)
avant de recevoir les jo~rG courts.
Il faut que ces traitements par les jours longs soient suffisantE
pour provoquer une bonne croisGPnce v~gétative sans se r~percuter sur le
comportement des boutures (floraison anticip~e) et sur la aise ~ fleur par
les jours courts (h~t6rogén~it~ des tailles des plrntes et des boutons,
dispersion de~ te~ps de mise ~ fleur, apparition de bractJes foliacées li-
bres sur les p~doncules (Planche VII, FiZ. 5) ou entre les fleurons sur
le r~ceptacle des capitulc8 (Pla~che IX , FiC. 1).
1. Multiplication v~g6tative en jours longs.
Chez les végétaux su)~rieurs, la mise ~ fle~r ne peut fttre dci-
clench~e en g6néral oue lorsque la I!maturité de floraison" est atteinte
(CHOUARD 6,7,8; Lll.NG 23; LELCELI1S 31, etc.); les feuilles 110tcè:llilent doi-
vent fttre ar:riv~es ~ l'état ccc'culte (KNOTrr 21, llOSICOV 32, etc.). Par consé-
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quent, pour perpétuer l'espèce ~ar voie végjtntive, il Y a un seuil qui
ne doit pas eGr~ atteint (~ge de la plante, nombre de feuilles adultes).
Les pla n t 0 s CL 0 ive nt con :3 e r ver un é"c a t 11 j uv (; ni le 11 sou s pei ne d' une ID i s e :2
fleur antitipée des beutures.
Pour déterminer l'influence de l'~ge sur la floraison anticipée
en jours longs, j'ai prépar~ ~ partir de ~ieds œ~res identiques, une cen-
taine de boutures, à raison de cinq par semaine. Les dernières boutures
racinées, re~potées dans le mélange terre-terreau habi"cuel comme cellesdes
semaines précédentes, avaient apr~s une dizaine de jours longs ,le 8 sep-
tembre, 10 à 12 cm de hauteur et 7 2 8 feuilles. Tandis que celles prépa-
rées de la m~De mani~re (Ière série) la première semaine avaient près de
50 cm de haut et 25 à 30 feuilles. J'ai alors eÎfectué le 8 septembre le
bouturage du somuet des tiges de ces plantes de difL;rGntes tailles et
qui s'étaient ainsi développées plus ou moins lonGtem~s en jours longs,
en notGnt pour chaque bouture la taille et la date du bouturage du pied
mère.
Les nouvelles plantes obtenues ont été laisc~es en jours longs
et observées le 29 septembre quant à l'état de leur bl." l".::.'geon terminal;
ces observations sont consignées dans le ~ableau III.
Le 29 septewbre, les jeunes plantes issue~ des boutures qui a-
vaient été prélevées sur des plantes ayant une tige su~érieure à 25,3 cm
et 12 feuilles étaient initi~es et avaient déjà formé un petit bouton cou-
ronne en jours longs. Chez les lots 8901 J 8913, le bouton couronne était
simple, sans ramification, il s'agissait, semble-t-il, de l'expression
d'un méristème fIeraI déjà formé chez les pieds mères. Les plantes 8914 à
8917 ne furent initiées que le 2 janvier 1962 et les 8919-8920 (pieds
m~res 20 cm, Il feuilles) le 12 janvier seulement, leur bouton couronne
était accompagné de branches satellites végétatives. Enfin, les plantes
8926 et 8927 sont rest~es végétatives (dernière observation le 24 mars
1962).
La liuite recherchée peut donc être fix~e vers les lots 8919-
8920 (~ieds mères, hauteur 20 à 22 cm, 10 cl 12 feuilles).
2. rlise à fleur.
~ - Temps de prétraitement par les jours longs.
Les pieds dèrGs qui ont été décapités f.è 3 feuilles ponrraient
~tre placés· direc~ement en jours courts (8 ~ 10 h) mais l'expérience m'a
montré qu'un prétraitement par les jours longs facilitait et accélérait
l'apparition du rameau axillaire de remplacement de la tige principale,
fortifiait les plantes et augmentait l'offet des jours courts: réduction
du temps de Llise à fleur et augmentation du nombre des boutons axillaires
susceptibles d'~tre prélevés.
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Bouton bien form6 de 3 à 4 Dm de diam~tre accompagné de satellites.
Bouton formé de 2 mm de diam~tre avoc satellites à peine visibles.
Bouton principal de 1 mm do diau~tre sans satellites.
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D "c'lerl~e~Jc l"l faut oue cc pr~traitem8nt n'intervienne que sur
.r_, V l _ ul.__ "-' , ~
l'accomplissement de la phase v~g~tative du rameau et D'influe~c~ pas la
forme et la structure des bOLtons a~illaires satellites (apparltlon de
bractées foliac~es libres sur les piQoncules). Pour déterminer ce temps
optimum de pr~tr~itement, jl~i fait quatre Gxn~riences le 2 mars, le
24 mars (2 expériences) et le 6 ao~t 1962, qui ont donné des résultats i-
dentiques.
La première, (le 2 mar8) consistait à voir 11~nfluence de l'~ge
des pieds mères. Parmi une centaine de pl~ntes restées plus ou moins long-
temps en jours longs, j'ai choisi des plantes de différents ~ges, mais
dont le rameau axillaire avait la m~me taille : 25 cm et Il feuilles. Ces
plantes Dises en jours couris ont fleuri en m~me temps.
Le 24 mars, j'ai fait deux nouvelles expériences, mais cette fois
en choisissant (en jours longs) des plantes de m~me ~ge, dont le rameau
axillaire était plus ou moins long et avait un nombre plus ou Doins impor-
tant de feuilles. Dans la première expérience, j'ai pu réunir des plantes
hautes de 25 à 40 cm. En portêtnt sur nn b'ralùique (Grélphique III), les
tailles en ordonnées et les temps de Dise à fleur par les jours courts en
abscisse8,on obtient un nuage de points orienté qui montre que plus les
plantes s l étaient développées en jours longs, plus la mise ~ fleur par les
jours courts était rapide. Dais au-delà de la taille 30 cm, il se formait
des bractées libres sur les pédoncules dos boutons floraux. Dans la deu-
Xleme expérience, les plantes en jours longs avaient 10 à 25 cm de haut
et 10 feuilles (+ l fouille). Le temps de mise à fleur par les jours courts
(9 h) n'a pas ~tè siGnificéitivement différent de celui des plantes les plus
petites de l'essai précédent 22 jours ~ 1,5 jour.
C'est donc ln croissance du raDe~u a~:illaire en jours lon~s qui
intervient, la taille ne doit pas d6pnssor 25 cm.
Lo 8 ao~t 1962, j'ai fait une autre ex~érience qui a donn~ des
résultats similaires et qui montre de plus l'effot stimulant du prétraite-
ment par les jours longs sur le nombre de bOLtons satellites axillaires
produits en jours courts et susceptibles d'~tre pr~levés (diamètre et crois-
sance non significativeGe~t diff~ronts).
Des plantes issues de boutures (G ao~t 1961) pinc6es d deux
feuilles, ont été laiss6es en jours longs jusqu'à ce qu'elles aient atteint
la taille maximum de 32 c~. Il a ~t? choisi parmi une centaine d'entre elles~
quinze plantes dont les tailles s'échelonnaient entre 12 et 32 cm. Elles
ont été mises en jours courts le 12 novembre. Un mois après, le 10 décembre,
toutes les plantes étaient fleuries. J'ai noté le 10 décembre leur taille,
leur nombre de feuilles, le nombre de boutons, le diamètre des deux boutons
principaux et le nombre de noeuds florif~res (Tableau IV). Il Y a eu une
augmentation sensible du nombre de boutons apparusen un mois et du diamètre
des deux principaux boutons à par'cir de la plante 6809 qui mesurait au dé-
- 40 -
Part 20 3 cm et avait 10 feuilles. Le 10 décembre, on peut constater aussi
, 't 1 ' 1 tal"lleune augmentation du nombre de noeuds floriferes propor ionne a a
de la plante au départ, mais l'effet de jours longs s'est fait plus ou
moins sentir sur la structure des boutons.
T A BLE A U l V
TAILLE ET NOMBRE DE FEUILLES - PRODUCTION DE BOUTONS FLORAUX
Taille des Nombre de feuil- Boutons Nbre i1
plantes les 76 noe uds!
le le le le le le 1fI . 11 orl-!
12/11 10/12 ;, 12/11 10/12 ;, Nbre 12/11 10/12 fères 1
6815 12,0 26,6 14,6 7 15 8 1 3 3,5 6 111
6814 12,6 29,5 16,9 6 15 9 3 3 3,2 5
16813 13,2 25,8 12,8 9 16 7 2 3,5 3 66812 14,3 33,1 18,8 7 17 10 3 3,5 4 5
6811 14,6 31,2 16,6 6 14 8 1 2 3 5
6810 19,0 34,0 15,0 13 18 5 1 2 2,5 6
6809 20,3 34,0 13,7 10 18 8
- - 3 6
6808 22,6 42,6 20,0 Il 21 10 4 3,5 4,5 8
6807 23,0 44,0 21,0 10 22 12 5 4 6 9
6806 24,7 46,4 21,7, Il 23,5 12 5 4,5 5 9
6805 24,9 49,3 24, :;.1 12 24 12 5 4,5 7 9
680L'r 28,5 46,3 17,8 12 23 Il 5 4,8 6 Il
6803 29,8 50,7 20, SI 14 27 13 7 4,2 6 Il
6802 29,1 49,lj 20,0/ 13 26 13 5 4,2 6 Il6801 31,7 50,6 18,9 12 23 Il 5 4,0 6 12
i
En conclusion: après un pbrement à 3 feuilles, les plantes doi-
vent ~tre lai3sees on jours longs (24 h) jusqu'à ce que leur tige ait at-
teint 15 à 22 cm de haut ot d~veloppé 10 h 12 feuilles. Placées en jours
courts (9 h), elles donneront au bout d'un mois, si la température ne des-
cend pas au dessous de 16°C, 3 à 4 boutons axillaires de m~me taille (Plan-
che VII, fig. 6, 2 plantes à droite) susceptibles d'~tre prélevées après
une dizaine de jours (Planche VII, fig. 6, plante à gauche).
Cependant, la qualité et l'intensité de la lumière du jour inter-
viennent dans l'efficacité du traitement par les jours courts tout au
long de l'année.
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à fleur par les
Pcnd2nt les mois d'hiver, l'intensit6 de la lumière du jour
~nns l'~bri vitré tombait ~ 10.000 et m~De 5.000 lux, soit dix fois moins
qu'en cit~ et l~ mise à fleur était retard~e. Pour connattro los variations
saisonnières du temDs de Dise à fleur, j'ai préparé pendant deux ans des
plalltes selon la mSthodo ci-dessus et les ai placées sur les c~ariots du
dispositif pr~cédenTIent d6crit. J'ai not~ ensuite la date d'apparition du
bouton terminal en jours courts. Les temps ainsi obtenus ont permis de tra-
cer le Graphique IV.
Nous voyons ~ue do wars h sc)tembre, le temps de mise à fleur a
vari~ entre 15 et 22 jours, ~ais que pendant l'hiver, il s'est produit un
retard considérable pouvant atteindre plusieurs mois. J'ai pallié cette
déficience en pnergie lumineuse en éclairant les plantes pendant cette pé-
riode h l'aide de lampes Philips \ vapeur d'iode de 1000 Y à raison d'une
lampe pour 1,5 m2.
3. Conclusions - M~thode adopt6e pour la production de boutons
standards.
Le8 résultats ci-dessus ont permis d'adopter la méthode de mul-
tiplication végétative et (:8 production de boutons standards suivanto
- Les plantes ont ~t~ cultivées dans l~ dispositif décrit préc~­
demment ~ une température jamais inférieure à 16° C.
- La multiplication était effectuée en jours longs (24 h) à l'ai-
de de boutures "de tête ll ,extrémité de la tige principale de jeune:.. plantes,
elles-mêmes provenant de boutures de plantes en jours longs. La taille do
la tige pr~ncipale des jeunes plantes mères ne dépa~sait jamais 20 à 22 cm
de haut et 10 à ~~ feuilles.
La mise à fleur aVJit lieu après un prétraitement par les jours
longs à partir des Gouches issues du bo~turage et rabattues à 3 feuilles.
Le prétraitement par les jours longs favorisait la croissance du rameau
axillaire de remplacement. Ce dernier ne devait pas dépasser 22 cm (15 à
22 cm) ct porter plus Je 13 feuilles (10 à 12).
Transférées en jours courts (9 hl, les plantes formaient leurs
boutons au bout de 15 à 22 jours.
Afin d'6viter un retard trop important dans la mise à fleur pen-
dant les mois d'hiver, les plantes recevaient un appoint de lumière à
l!aide de lampes à vapeur d'iode de 1000 W "Philips" à raison d'une lampe
pour 1,5 m2 (distance du sommet des plantes 50 à 80 cm).
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Les examens cytohistologiqucs après fixation des boutons au li-
quida de Nawnshino et col~rntion à ~'h~mat~~~l~ne ~e_H~ide~h~in, on~ ,per-
mis de constater que le rcceptacle et~l~ d8Ju ~orme , a 6 Jours apr~s la
début du traitement par los jours courts. La surface du r0ceptacle tronco-
nique était lisse (Planche VII, fig. let 2), l)UÜ; vers le 8ème jour',l~.
primordia floraux comuonçaient à se d~velop)er en c08nençant par la perl-
ph6rie du réceptacle (Planche VIII, fig. 3). Au moment du prélèvement, les
primordia étaient arrivos b Iljtat de développement de la fig. 2, Planc~e
IX, coux du centre (hcrmaphroditos) ~t~ient encore ~ ll~tat de mamelon,
tandis quo ccux de la périphérie cOffi0ençnient ~ développer leur corolle.
Gr~ce à ce mode de traitement, il ~lexistait pas de bractées à l'intérieur
du capitule entre les primo l'dia florc.ux qui étaient au nombre do 200 en-
viron.
Il fallait encore attendre une dizaine de jours pour ~ue les bou-
tons aient un dia;lètl'e suf:é'iiL.:1t (7-;:3 mn) et un pédoncule assez long
(15 mm) afin de facilit8r le nr~lèvoment. Seuls les trois premiers bou-, -
tons axillaires II sa tellites" dont le mode de dévelolneL:ent et Id croissance
ataient identiques, ont été prélevés.
II. l"IETHODE DE PRELEVBI~~:NT. DL Dl::SINFr,CTIOF :CT D' ElifSI:;lm1'JCEI1EN'I' DE,':) BOUTOl:3
F LORi':.!!!.
La technique de prél~vement et de d~sinfection doit ~tre mise au
,oint avec minutie. Il est en effe~ ennuyeux d'~voir à préparer deux fois
plus de cultures qu'il ne faLt, sous pr1texte que 50 % d'entre elles sont
susceptibles dl~tr8 contaminées. D'autre part, les contaminations 11frap_
pant ll nu hasard, certaines expériences seraient ~ recomillencer car il ne
pourrait pas être fait un nombre 8~ffisant d'observations pour certains
traitements.
Les premiers essais de cultures aseptiques de boutons floraux
furent décevants, car il y avait jusqul~ 80 ~J de pertes par contaminations
ou brunissements des boutons. J'utilisais alors la mét~ode habituelle de dé-
si~fection préconisée Qour la mise en culture des tissus végétaux (GAUTHE~
RET, 291); cette méthode n'6t~cit malheurousenen.t pas ac::.c,ptée au m'.tériel
v~g~tal dont je dispocais. J10Jérais de la ~~niere suivante:
l - Les boutons étaient prélevés sur les chrysanthèmes maintenus
en seTre, puis apport6s au labor~toire où ils ~taient nettoy6s.
2 - La st~rilisation dos boutons étcit effectuée dans une chambre
stérile, 2 l'aide J'uno solution aqueuse de chlorure
trois fois par transvaso~ent d'e2~ stérile (préparée
de chaux, puis
à l'av:ènce).
lavés
3 - L'ensemence~ent avait lieu en chambre stérile à proximité de
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lu flamme d'un bec bunsen. Pour cela, je disposais, dans cette chambre, de
deux paquets de feuilles de papier st~rile. Entre les feuilles du premier
paouet, je plaçais les boutons stérilisés dont je sectionnais le pédoncule
avec un scalpel stérile, juste &vant le repiquage. Entre les feuilles du
second paquet, étaient disposées deux paires de pinces de 30 cm de long,
qui se trouvaient ainsi protégées, COkme les boutons floraux, de la pollu-
tion par des spores ou bactéries qui aur~ient pu rester malgré tout en
suspension dans l'dtmosphère de la salle.
a. Critique de la méthode habituelle.
1. Déshydratation des organes.
Les boutons floraux prélevés sans précautions, trop longtemps 1
l'avance et non protégés, se déshydrataient plus ou moins, de sorte que
pour reprendre leur turgescence, ils absorbaient ensuite la solution anti-
septique, ce qui entratnait la mort.
Pour éviter cette absorption, les boutons devaient conserver par
conséquent leur maximum de turgescence. C'est la raison pour laquelle ils
ont été par la suite prélevés le matin avant que le soleil n'ait occasionne
une d8perdition d'eau trop importante des plantes, puis ils étaient plac83
dans un sac en polyéthylène Gn ~résence d'un coton humide.
2. Stérilisation de l'dtmosphère de la salle d'ensemencement.
La deuxième constatation avait trait à la stérilité effective de
la salle d'ensemencement. Un tube ultra-violet dis~osé au plafond n'~tait
guère efficace ••• La stérilisation par des vapeurs d'alcool, effectuée
une demi-heure avant l'ensemencement, était réelle mais ne pouvait etre
maintenue pendant longtemps, parce que l'opérateur lui-m~me, ses v~tements,
ses chaussures ••• n'étaient pas stériles et que par ses mouvements, il
provoquait une nouvelle pollution de l'air, pollution accélérée par un é-
ventuel apport d'air extérieur au cas o~ il devait quitter le local ~ une
ou plusieurs reprises.
C'est la raison pour la uello j'ai préféré par la suite utiliser
la technique de la bof te à gants, plus facile à stériliser et laissant la
possibilité d'interrompre le travail à tout moment, sans risques de conta-
Llinations.
3. Stérilisation du matériel végétal.
Le transvasement du matériel végétal, ou de l'eau stérile pour
les lavages, ét2it encore une caUS8 de contamination. En effet, les fla-
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cons pass~s de l'autocl~ve à la chaubre st6rile, ont eu le temps do l'c-
o t"" us')eDsion cl"n~ l'r't_cueillir sur leurs D2rOlS ex srlouros ~cs gormes en s ~. L~ u G
mosph~re du Inbor~t~ire. ne~e an prenant l~ pr~cnlition de flamber le col
à.es-rScipients, il arrivait qU'~')l>ès un 'cr:"lGvasc:lcnt, nue goutte de li--
Guide dcmcur~it sur le bord et fil~i~ sur l~ paroi extSricurG, o~ elle
r2cl'eillélit des gcri'1Cs. En L1Clino.clt le r6cipient pour un nonveCèU tré',l1S-
voseMent de liquide, c~ttu Guuttc ~cvcn2it ~ s~ position initiale o~ elle
roncont=~it 10 liquide st~rilc q11. 1 cllo )ollu~it ~ SaD tour.
Pour pa,rcr il cet :i_nconv2::cie:1t, j '2.i ilù.:ê:;'il1û Cèlors une sou'ci-
l'cuse (décri"CE; pr6cédcLlluont pilgc; 27 )qui perlJL~t dülinincr Gté::iloEl(;lÜ les
liquidon antiseptiques ct 102 eaux de lav~gc.
des ct tCi"péré'cure I-ll1CCG.
Au DOllient de l'enso~encGLc~~, les 8uins de papier st6rilo per-
mettnient bien de pr~server les pinces et leG boutons flor~~x des Dollu-
tions, m2is ~ cond~tion de ne pas avoir à soulever les fauillec trop sou -
vent.
fnfin, malgré un flaicbagc r2~ido dos pinces 2pr~s chaque ense-
mencement, et malgré l'utilisation Jo plusieurs pairos de pinces afin Qe
faciliter leur refroidiGsemont entre chaque utilisation, cette techniqw;
ne pouvait permettre un travail rapide, car si le refroidisse~ent était
insuffisant, les tissus des boutons floraux brunissaient à l'endroit de
la prise.
Les feuillets de papier stérile ont donc été remplacés pilr le~
flacons à désinfection d6crits plus haut et les pinces par une aiGuille Q
encemencer spéciale.
b. M6thode de pr61~vement, de d~sinfection et d'enscmencement des
boutons flor~}ux.
1. Pré l èVOf,1l)!1 t.
Las boutons flor~ux de jours courts (trois premiers boutons a-
I l ' ~ "1 t ) J'" , , l ' l ' ' J .,Xl _~lres GO mLme ueve oppemen one 2~e ]ro eves orsqu 1 _s avalen~ un
diam~tre de 7 à 8 mm et un pédonculo ~G 15 ~ 20 mm. Ils ont 6té sectionnés
près de la tige, le matin entre 9 et 10 heures (maximum de turgescenco ULS
plantes) et placôs d~nG un sec on ~olyéthylène en présence d'un tampon do
coton hULido pour ~~~Q tr~~sport6G ~u laborntoire. A l'aide d'une lafle de
rasoir, les bract6es ~ui n'adh~raicnt pas Buffisnmment au bouton ont 6té
scctionn6es afin ~2 3u~priffier tout refuge nux germes. Apr~s d6sinfection,
par lil méthode d~crita ci-npr~s, l'oxtr~~it~ des p6doncules n ~t~ section-
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• l ·b, 01.1ton (c(~_·-s d.o boutoDe cultiv6s avec leurn~e ~ un centimetTe sou~ ~ .
pécloncule) ou iûL.,0diato r ,ent sous le bouton (boutons cu1tivis Sé'ms p8don-
culo).
2. Pr6p~rQtion du nnt6riel pour la déclnfection •
,- . 1" ob • l" b 11' t . '1 1 ~ U
_ La bo~te ~ g~nts ost st~rl lsoe gruce a e u l lOn Q Od
Irenfermant un cOill~rinu à cryptonol (sulfate Jouble d'ortho-oxyquinol~inc
et de potassium). Ln v~?eur ;m?lit bient~t l'enceinte et entra!ne 108 ger-
me;:; en"' suspension dnns l'air. le cryptonol a pour ;>.ission de les dGtruiro.
On allume ensuite le tube ~ Ultra-violets pour maintenir la 3térilit~ de
l'air. Par mesure de s~c0rit~, il eGt souhaitable de refaire cette d0sin-
fection ~ chaque fois que lIon r~ut~liso la b01te h gants apr~s un arret
du tube Ultra-violets et du bec bunsen excédant 15 minutes.
_ On st~rilise ~ l'autoclave à 120 0 pendant 20 minutes
Des fioles à dôsinfection de 50 c'~13 (destinées plus tard il ~I;ce­
veil' les organes à stériliser) @unies de leur capuchon et renfermant 10
à 15 cm3 d'une solution aqueuse à 0,1 ~ de Tween 80 (mouillant).
Des flacons d'eau stérile bouch8s par un tampon de coton et mu-
nis d'un capuchon seillblable à cclui d'une fiole d d~sinfJction. Le tam-
pon de coton permet de conserver ces fioles plusieurs jours sans contami-
nation; il est enlev6 ~ 12 premi~re u~ilisGtion de l'euu. Le capuchon, re-
mis en place, protège les parti03 extérieures ùu col des pollutioDs lors
des autres transvGsements, si lIon nIa pas utilisS l~ tot~lit{ de l'eau
dn premier coup.
3. D~sinfectiol1.
J'ai effectuu do nombreux ess8is comparatifs de dusinfection en
l
utilisant l'alcool, l'eau de javGl, le-chlorure de chaux et le chlorure
]illercurique. L'alcool et le chlorure morcurique (cc dernier pr~conis~ par
INEKRASOVA, 298, sc sont Dontr~s très toxiqecs pour les boutons du chrysan-
thème; le chlorure (s chaux a donn~ les m~ille;=s r&8ultats.
l,co concentrc.tions de ln. Bolution do chlorure de chaux et le
Itemps d'acti011 conseillés varient selon le matériel et les auteurs consul-
Ités de 3,5 à 9 % iJend::1nt 10 minut:s à ,12 heures (G~UTHERET, 291).BALDEV,
65, utilise du chlorure de chaux a 5 ~ pendnn~ 5 mlnutes pour les apex de
bUBcute, NITSCH, 118, 119 du chlorure de chaux ~ 5 %pendant 10 minutes
~our des fleurs et ovaires de tomate. C'est la m~thode de NITSCrr qui mta
!donné les neilleurs r6sultats, à cJndition d'utiliser du chlorure de chJUX
~rais. Lorsque le sel 0tait stocké un an, il a fallu pour obtenir 100 %
~e ~~ussites aug~enter la concentration à 7 ~ ct traiter pendant 15 minutes.
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Nous nvons vu ci-do3sus pnrml le mat~ri81 st6rilis6 à l'auto-
clave qu'une solution de TW8sn 80 ~ 0,1 % (15 cm3) citait plac6e dans les
flc.col1s ~t d~sinfection, l'un clos osseliE; pr'?liElinc,ires (q1-.1.i ne pou.rront e-:;:;:,;,
T2.VDort,cs ici) ~. EluntrG (~UC cet c.cent rl'h~ilL1.nt rermottnit en effet une
action plus homo[~ne ct efficace du chlorure de chaux.
Lè'~ désinfection des ho'_d;ons flo:r:l'--'-x en vue de leur ens8lr ,cncemen-c
2 6t6 effectuée scIon ln technique s~ivnnte :
En S'2.idant de 10 boîte b, gnnts l)ric<':dcJlilment stérilis8e, les bou-
tons ont été placés dnns les fl~cons à désinfection contenant la solution
de T1Teen 80 (revenue 0. le. température du laboratoire '-'-près autoclave). Ils
6taient agitus de temps en tem~s jus~u'~ cc que le~r surface soit rcndue
mouillable (cuticule, poils). L'op~ration ~tuit terminée lorsque cette BUr-
f~ce, ay&nt perdu son aspect poudreux, était devenue vert jaune clair uni-
forme. On proc~dait alors à l'évacuation du Tween à Ilnide de la soutircusc r
co;~e il a ét~ dit préc6deD~ent (voir Matiriel). La solution de chlorure de
chaux à 5 % pr~par~e ~ l'avance ct filtr~8 était alors iLtroduite dGUS le
flacon ~ d6si~fection ct le tenps dl~ction chronom6tré (10 minutes). Lorsque
la dcisinfcction ~tGit terwin6e, ln solution da chlorure de chaux était jva-
cuée ù la soutireuse et une ]~emière eau stérile de lavagé otnit introduite.
Apr~s agitation l~gère, cette derni~re citait retir6e à son tour à la souti-
l'cuse [lU bout de 5 mL1u-ccs, tQudis qulune llo''.velJe qU!1ntité d'eau stérile
6tnit introduite, etc. Il ~tait ninsi fait trois lavages successifs nse~ti­
quement.
Lorsque ln derni~re eau da lavage ~tait 80U~lr0G, le p6doncule
des boutons était sectionné à la longueur voulue et lIon pouvait proc~ûer
~ l'ensewencement au moyen de llaiguille décrite pr~cédemrnent.
1 Notons enfin qU'2pr~s avair versé chaque liqUide dans le flacon
~ d~sinfection, il est n~cessnire de flamber le col de ce dernier et de re-
blacer son capuchon de verre. De plus, il faut éviter de laisser les fla-
(cons trop près du bec buneen dans la bof te à gants, car une élévation de
Ila température peut augmenter llefficacité du chlorure de chaux ou tuer
Il e s b 0 ut 0 n s •
[II. LE MILIEU D~ CULTURE - MISE AU POINT DIUN ~ILIEU DE BAS~.
La plupart des auteurs qui ont é-cudié le développement des orga-
pes floraux en culture "in vitro" ont utilisé, b. quelques varintions pr~s,
Qes milieux préconis~s pour la culture dos tissus v6g6taux. Les premières
bxp6riences, nu cours desquelles j'ai tenté la culture des boutons floraux
~e chrysanthème, m'ont Llontré que ces derniers s'nccommodaient mal de tels
ilieux; beaucoup de boutons floruux ne t~r~Qi8nt pas ~ brunir et mouraient
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apr~s ouo10ues jou~s. ~u Cupurt, je pens~is que la m~thode de d~sinfection
6tait frop-Sncrgique ceis 8!1 baissa~t los concentrutions des solutions an-
t i s (; 1) 1; i q '.,0 set 0 n cli I:l inu;;. n t 1(;1.'1' t 0 ID Ps d' Cl c t ion, l' él f2 2 li 0r 2. t ion (~t.:1 i t Il e u
::.,on8ible.
J'ai pu const~ter par la suite que les besoins nutritifs dos
"tissus flor"ux" êt-.ient clif:ê'~rcnts de ceux cles "tissu.s vég,-,tD.cifs" on
f2isclnt v::riLr leG'JTinciiicx:= cvnstitui:mts du nilieu. Aussi 10. n'iso :lU
point d'un ailieu nutritif ~a base :l'~ semblé nécessairo avant d'entre-
prendre toute exp~rimont,tion sur les boutons floraux de chryscnthbmo. A
cotte fin, j 'c.i offectue des ii·clldes l)é.:.rticulieres sur les élGLlonts miné-
raux et sur les offats ~03 sucres dont jo r~ppellerai bri~vowent les r6-
sulto.ts 2.1" COl:,rs de l'exnmen de L. CO;:ll'0sition du milieu de base. l'Jous
verrons successivement : les ~l:ments rnin~rcux, les sucres et les 8ubs-
tances diverses (gélose, vitnBincs, o.cides aminés, etc.).
a. Les éléments . ,rüll18rnllX.
Aucune recherc~e n'avait ét6 tentée pour déterminer les besoins
en éléments minérclux des cnl turcs de tissuo avc.nt les travnt~:[ de II:CLLEE
en 1953 (HELLER, 292). La solution da Knop dilu~e de moiticiJt~it h.:1bi-
tuellement allopt~e en !:urope, not:,'rùent raI' Gl~U'I'I·L~IL~~'i' (291) et ses élèves,
parce qu'elle permettait un d~veloppomant sntisf~is~nt des colonies tissu-
Iv.ires, t!lndis qu'on ~imüriqL'-e, c'est L, solution de [hite (;:11se 0.1-, point
pour la culture des rncincs iso100s) qui ~t2it g~n~r~18m0nt utilis~e sim-
plement p~rcc que ce pr8curseur pr6sant!lit ~ Juste titre dnns son po.ys
une notori~t~ incontestée (BELLEJ, 292).
En cc qui concerne ln culture des organes floraux et leG 6tudcs
sur lu formntion des fleurs ~ partir de tissue v~g~tatifs, on voit, d'u-
pr~s le Tahleau V, qua l~ plupo.rt des auteurs ont adcpt~ les ill~mes milieux
que pour la culture des tissus "vég8t:'.tifs n et n'ont donc [;'1l3re f',,:,,it preuve
da plus d'originalité. -
;iELLER (292) a montré C)l.'C 1:;. solution de Jhitc 'lui à l'origine
Qvo.it ~té mise nu :;Joint 1)01'-1' L~ culture des rCècj.nes ôtQit trop IJ[luvre en
phosphore et po~vait provoquer dü8 carences chez las tisous vJgcitnux. Cet
auteur 0. 6c~rt6 6c~lcmcnt le Sollltion do Knop.
La solution de Xnop ost relativement bien équilibroo, mais elle
ne lalo. lJ,".S donné de bons r'c"sult:~.ts, ninsi que nOlIS le VGrrons (lLenS ILL par-
tie de cet exposé réservo [lUX llRc)sultrlts exp~riElent2ux" et, lorsqu'elle
est dilu~e do moitié, elle peut provoquer des carences comme ln sol~tion
de Uhite. J'cèi pens(j qu'il été.it préL"rZ'.ble de mottre au point une solu-
tion minér~le mieux o.dnptSe nux besoins du chrysanthèmo en voie de flo-
raison.
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1. Besoins du chrys~n~h~@o en ~l~ments min~raux pend~nt la
flor2ison.
L~ litt~rnture sur ln nutrition min~r21e du chrys~nth~m8 est 2-
bond~nte. Les auteurs que j'ai pu consulter insistent surtout sur l'im~or-
l ,. d'l'tance de l'azote et du potnssiu~. Les Cêlrcnces re aèlves en ces eux o.C-
ments provoquent des troubles ~S8ez gr~ves Qui se tr~dui3ent par une dimi-
nution du p~ids sec des plantes; elles emp~cJlent la mise ~ fleur (TEZUKA,
354-).
Selon HIC Kr ;i" Net KA NP (3 18), l il Je S ) ira t ion dos r Il c in e s d e c h r y-
santh~mes cnrenc~s en azote di~inue tandis qu'elle augmente dans le c~s
d'~)_ne carence en p'Jtr.si3ium. Nais dans un CCtS cornue dans l'autre, on obser-
ve une Ctccumulation de sucres dans leb racines. Les sucres utiles à la
mise 2 fleur, au lieu de nigrer vers le Juurgeon, se dirigeraient donc
d~n8 le sens o~José.
Les quantit~s d'azote et de ~ot2ssium exigees par le Chrysanth~­
nn au moment de sa mise ~ fleur sont trs import~ntas, mais c'est le po-
tilssium qui pCèr,,1t le IJlus indispe~lsQblc:. LUBT et KOFnL~TEK (:526) ont d2-
termin~ qu'une planta fertilis~e normalement en contient au minimum 100
m.e. pour 10C g (0 fo~illec et que lors de carences relatives, cet ~l~ment
est si utile à l'org2nogénèse, que les f2ibles ouantit~s contenues dans
les vieilles feuilles migrent vers les parties jeunes de 10. plante. Le
phosphora, le c:lcium et le m~sncisium, ~ moins de m~nquer compl~te2ent,
n'entra1nent pas, pour des car2nce8 relatives, ùe troubles aussi graves.
Ainsi, pour 10 p~osphore ct le c~lcium, le facteur dJterminant n'est pas
lac 0 n c e nt r Cl t ion ioni CL u e m0. i s 1o, Cl U il n t i t 0 t 0 t Cc le dis p 0nib l c (T EZUKA, 33 4 ,
335). La carencc: on phosphore provoque une augmentation du pourcentage en
chlorophylle, tandis que celle en cnlcium am~ne un retard dans la crois-
S~llC0 des feuilles et l~ ncicrose du bourgeon. Avec une careDce en phosphore,
la respiration diminue tandis que pour une carence en calcium, c'est la
photosynth~se qui d6croît, mais il s'agit l~ de cas extr~me2.
Il est donc éviùent que la solution nutritive pour la culture
des boutons floraux devra être riche surtout en azote et en potassium. Je
n'ai pas trouv6 beaucoup de renseignements sur les besoins du chrysanth~me
en 01igo-616ments, mais SALISBURY (331) il mis l'accent sur le r~le prcipon-
d(rant de l'ion cobalt dans le d6clcnchemont de la mise ~ fleur de certaines
plantes (~anthium). En principe, les solutions d'01igo-~16ments 1ui n'en
contiennent pas sont donc ~ exclure (solution de lleller). On sait enfin
d'autre part que le bore joue un r~le important dans le transport des su-
cres dont le ~~tabolis~e est actif au moment de la floraison (CHKOLNIK et
coll. 311) et il n'est pas inutile d'a~gmenter la proporticn de cet 61ciment.
Les remarques préc6dentes concernant les divers 61éments min6raux
indispc0sables ~ la floraison du chrys~nth~me doivent ~tre prises au sens
large, car c~aque v~ri~t~ constitUe un cas particulier. Aussi, pour vjri-
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Iler si les renseignements ci-dessus étaient applicables à la vari8té uti-
lisée ici et pour conna1tre lec rapports des macro-éléGents entre eux, j'~i
procédé à l'analyse des plantes au mouent de leur floraison.
2. Lnalyses uinérales de chrysanthème Souvenir de Georges PECHOU
(Cl~ne de serre ti~de) en floraison.
Les plantes ont étJ mices à fleur par la méthode décrite préc~­
demment et les parties aériennes ont été prélevées lorsque les boutons a-
vaient un pédoncule de 15 mm. Les a~alyses ont port~ sur les échantillons
Doyens suivants (chaque échantillon était le produit de 10 plantes) : tiges
(partie aoutée à la base, p~rtie moyenne et partie jeune du sommet),
feuilles (~gSes de la base des plantes, moyennes adultes, jeunes feuillec
du sommet) et boutons floraux.
Les dosages des principuux éléments : eau, N, S, P, K, Ca et MC
ont été effectués selon les méthodes adoptées par 10 Laboratoire de Physio-
logie Végétale de l'Institut Français des Fruits et Lgrumes coloniaux (*).
L'azote a ét~ dosé par la méthode de Kjeldahl
Le soufre par turbidimétrie
Le phosphore par la méthode au vanado-molybdate d'ammonium
Le potassium par photométrie de flamme; Beckman alimenté au mé-
lange oxygène-hydrogène
Le calcium par photométrie de flamme (les résultats ont été véri-
fiés par la m6thode au versenate et par dosage manganimétrique
du cation à l'etat d'oxalate).
Le magnésium par complexométrie et colorimétrie.
Les résultats figurent dans le tableau VI.
(*) Je remercie bien sincèreuent M. MARTIN-PREV~L, Physiologiste à l'IFAC,
qui a bien voulu m'accueillir dans son laboratoire et mettre à ma dis-
position le matériel nécessaire aux analyses, ainsi que lIme RABECHAULT
pour son aide et ses ~récieux conseils. Je tiens à associer également
à cet hommage Melle SCHEIDECKER, Physiologiate à l'onSTOM et Mme GUENIN
qui, au laboratoire de Biochimie de l'ORSTON Q Bondy, ont fait les ana-
lyses de contrOle.
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Eléments fb ma t ière sèche 1
Echantillons N S P i K 1 Ca 1 Mg
Boutons floraux 3,637 0,365 0,507 4,53 1,130 0,300
Jeunes tiges 1,184 0,106 0,170 3,65 0,980 0,239
Jeunesfeuilles 2,129 0,299 0,302 4,03 l,86O 0,314
Tiges moyennes 0,535 0,096 0,152 1,48 0,475 0,101
Feuilles moyennes 2,143 0,295 0,380 3,55 1,760 0,283
Tiges aoutées 0,549 0,091 0,165 0,96 0,280 0,062
Feuilles ~gées 1,974 0,289 0,360 3,30 2,115 0,338
Les graphiques VI à X traduisent les teneurs des trois portions
de la tige T (trait plein) ad (aoutée) my (moyenne) et jn (jeune~ des
trois sortes de feuilles F (trait interrompu) pour les m~mes niveaux ad
(adultes) my (moyennes) jn (jeunes) et du bouton floral (bo), en eau, en
azote, en soufre, en phosphore, en potassium, en calcium et en magnésium.
Examinons tout d'abord les trois éléments trouvés en plus for-
tes proportions: l'eau, l'azote et le potassium
Eau (Graphique V) : On remarque que la teneur en eau dans la
tige augmentait en allant vers les parties jeunes (65,4 à 80,8 %) et que
celle du bouton au sommet était sensiblement dans l'axe de la courbe
(84,4 %), l'accroissement en allant de la base de la tige au bouton flo-
ral est régulier. En ce qui concerne les feuilles adultes et les jeunes
feuilles, la teneur était à peu près identique à celle du bouton floral
et les différences n'étaient pas significatives (84,4 à 86,9 %).
Azote (Graphique VI) : La teneur en azote par rapport à la ma-
tière sèche était, COmme celle de l'eau, d'autant plus importante que les
parties étaient plus jeunes. Dans les tiges, la teneur passait de 0,549
(Tiges aoutées) à 1,18 % (j eunes tiges), il en était de m~me pour les
feuilles 1,97 à 2,12. On remarque un décalage de la teneur du bouton flo-
ral nettement plus riche par rapport aux autres parties de la plante
(3,63 %), ce qui confirme bien les données recueillies dans la littéra-
ture.
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Le potassium (Graphique VIII), les coordonnées du graphique sont à la même
échelle que celles du graphique VI précédent. Ici encore, on remarque que la teneur augmen-
tait vers les parties jeunes de la plante, mais qu'il n'y avait que de petites différences
entre les feuilles ~gées et moyennes et les tiges aoutées et moyennes. Les boutons, par cen-
tre, étaient nettement plus riches (4,53 %).
En ce qui concerne les autres éléments mlneraux S, P, Ca et Mg, les teneurs é-
taient beaucoup moins importantes : à part le calcium, elles étaient inférieures à l %.
Aussi, il ne faut donc pas comparer les Graphiques de P et Mg avec les autres, sans tenir
compte de ce que l'échelle des ordonnées est agrandie 10 fois.
Le soufre était en quantité peu importante; mais la teneur de la tige s'élevait
aussi en allant vers les boutons. La teneur moyenne des tiges était de 0,096 %, celle des
feuilles 0,295 %, et celle des boutons, nettement plus forte (0,365 %). Les teneurs en sou-
fre n'ont pas été représentées sur les Graphiques.
La teneur en phosphore (Graphique VII) diminuait légèrement des vieilles aux jeu-
nes feuilles, tandis qu'elle était sensiblement égale dans les trois portions de la tige.
Les boutons floraux ici aussi, étaient plus riches que les autres parties de la plante.
Pour le calcium (Graphique IX), l'allure du graphique est différente de celle des
graphiques tracés pour les autres éléments. Les teneurs augmentaient en allant vers le sommet
des tiges, tandis qu'au contraire, elles diminuaient des feuilles ~gées aux jeunes feuilles.
Les boutons avaient là une teneur intermédiaire entre les deux organes tige et feuilles.
En ce qui concerne enfin le magnésium (Graphique X) et bien que les teneurs é-
taient beaucoup plus faibles que celles en calcium (toujours inférieures à 0,4 %), llallure
du graphique est à peu près la même. Toutes proportions gardées, le magnésium augmentait
graduellement dans les tiges comme l'eau en allant vers le bouton floral (Graphique V). La
teneur des boutons se plaçait à peu près au même niveau que celle des jeunes feuilles et
des feuilles moyennes (différences non significatives).
Les résultats (moyennes de 10 échantillons) ont montré que chez le chrysanthème,
la quantité totale d'ions N, S, P, K, Ca et 11g représentait 10,365 %de la matière sèche
et que dans le total des ions, le pourcentage des cations (56,08 %) était plus important
que celui des anions (43,9 %).
3. Calcul de la solution nutritive.
Les auteurs spécialisés sur la nutrition minérale des végétaux (CHOUARD, 312 -
HEWIT, 317 - HO~~S, ANSIAUX et VAN SCHOOR, 320) mettent en général l'accent sur la nécessi-
té d'un équilibre entre les anions et les cations, le rapport anions/cations doit être voi-
sin de llunité. Une bonne solution doit renfermer 44 milliéquivalents (m.e.) ioniques envi-
ron (ex. Sol. Hoagland et Arnon, 312) et sur cette base, dans le cas du chrysanthème,
43,9 %d1anions seront traduits exactement par 19,31 m.e. Mais en tenant compte des pertes
possibles d'azote et de soufre au cours des dosages, on peut estimer qu'il est nécessaire
d'arrondir ce chiffre à 20m.e. d'anions, ce qui nous laisse 24 m.e. de cations.
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Si lIon respecte les rapports des éléments déterminés à partir des pourcentages
donnés par les analyses, les 20 m.e. anioniques et les 24 m.e. cationiques se répartiront
de la manière suivante (Tableau VII) :
T A BLE A U VII
,
1Anions
1
Cations
1
1
% %i
N
1
79,89 K 75,176
S 1 8,02 Ca 19,955i 1
p
\
10,08
1
IVJg 4,868
i 1! , t
ce qui, en milliéquivalents, donne respectivement (Tableau VIII)
T A BLE A U VII l
,
Anions 1en m.e. Cations en m.e.
Calculé 1 Adopté Calculé 1 Adopté1 1! i
1
li! 15,978 16 K 18,04 18
S 1,604 2 1 Ca +,77 5
p 2,016 2
1
Mg 1,15 l
j 1T('Ital 1 20
1
24
! 1
La formule de la solution adoptée (choix des sels et proportions) figure dans le
tableau IX; je l'ai baptisée "Soluticn F" (de floraisvn). Elle peut sans doute être encore
améliorée mais elle donne de bons résultats. Je nIai pas étudié notamment la possibilité
d'introduction d'ions NH4 dont MOREL (294) a montré l'action stimulante sur l'organogénèse.Mais à ce point de vue, les ions K qui ont, selon le même auteur, des propriétés identiques.
sont en pr~portion largement suffisante. Cette perfection pourra être recherchée à l'aide
d'expériences ultérieures, à condition que les tissus du chrysanthème tolèrent les ions am-
moniacaux.
J'ai cherché tout d'abord à conserver les rapports entre les cations qui, selon
les auteurs spécialisés (CHOUARD, 312 - HEWIT, 317 - TRUOG, 336, 337, etc) sont caractéris-
tiques pour chaque espèce végétale élevée en milieu hydroponique.
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T A BLE A U l X
SfJLUTIOf~ NUTRITIVE :'IINERALE POUR LA CULTURE DES BOUTONS DE CHRYSANTHU1E
---~-----
1
'Nb.de'Poids rn.B. ch. Titre dE: la j ilJb. cc Ti tre f'Jombre Je m.8. ioniques aflportés
Sels utilisés ;mole. apportés par sol. mère 1 de sol.' de la, 11 g. de sel 1 'en g/l :mere pr; sol. nu-: i _
i sol~tr. 1 K+ + + + +1 : 1 1 l en : : ilJO t 50 P04 H2 Ca : Mg
1
1 anions :eatiollsi j nutr. 1 mg/l 3 1 4
1 1__~
~ 11 11 11 1 1Ca 164 1 12,2 12,2 1'1/2 82 5 409 5 5
1
1
;~Ol 101,11 9,9 9,9 1"i 101,1 11 1 111 11 11
1
P04H2K 136 22,1 7,4 M/3
45,3 3 136 3 1
,
1 1'1/2S04 K2 174,01 11,5 11,5 87,0 6 522 6 6
1
50 [IiiC1 7H 2O 246, 6 ~ 8,1
, 8,1 M/2 123,3 1 123 1 14 ;,
2 301 16 7 3 18 5 1
i " --- - i
.~ _____ 0" f ,
- ----_.~.- -- ",,-.-"-'-'''- .i
1
\.
26 24i
1
1
l..
La plasticité des anions est plus grande et les limites de leurs variations ad-
mises pour un végétal sont plus larges, surtout en ce qui concerne l'ion S04-- vis à vis
duquel le chrysanthème est peu sensible * (la carence mise à part bien sûr !). Le rapport
des anions aux cations doit être voisin de l d'après les auteurs spécialisés (loc. cit.).
Ici, ce rapport serait de 20/24 = 0,83, ce Qui traduit une certaine basicité. Quelques ca-
tions risqueraient de précipiter selon une t~ble de leur solubilité en fonction du pH don-
née par TRUOG (274). Or, le pH du suc cellulaire exprimé des boutons floraux prélevés au
milieu de l~ journée varie de 5,8 à 6,4. Le pH de notre milieu serait donc un peu trop éle-
vé. Il est vrai que dans les boutons, cette acidité est en partie le fait d'acides orga-
niques.
Le problèma principal était celui des ions K que j'étais obligé d'ajouter sous
forme de KOH pour ne pas changer les proportions d'anions. Cette addition risquait d l entr2i-
ner la précipitation du calcium et du fer, et comme pour éviter cela il fallait acidifier
à l'aide d'une solution dIacide sulfurique, cela revenait à ajouter directement du sulfate
de potassium, ce que j'ai fait. Les anions gagnent ainsi 6 m.e. mais sous forme de S04--'
ce qui, étant donné la tolérance du chrysanthème pour cet élément, ne présentait p~s trop
d'inconvénients. J'aurais pu acidifier à l'aide d'un ou de plusieurs acides organiques,
mais comme je n'ai effectué aucun dosage de ces acides chez le chrysanthème et que je n'ai
pas fait d'expériences pour en conna1tre les effets, j'ai donc été obligé de ne pas en te-
nir compte dans ce premier travail.
La"solution F" dont la comp0sition figure au tableau IX, a après addition des
oligo-éléments (Tableau XXIV), un pH voisin de 5,5.
La pression osmotique des solutions nutritives les plus courantes, préconisées
dans les ouvrages consacrés aux recherches sur la nutrition minérale des plantes par la mé-
thode de culture hydroponique (CHOUARD, 312 - BENIT, 317, HO~ŒS, ~~SIAUX et VM~ SCHOOR,
320) est en généra~ assez faible, de manière à permettre une bonne absorption des ions par
les racines. Les auteurs de ces ouvrages conseillent de ne pas dépasser 3 grammes de sels
par litre, et en général, les solutions utilisées dans ce cas renferment des quantités voi-
sines de 2 gr. par litre. Nous avons dans la formule F 2,301 g/l, ce qui correspond à
50 m.e./l au total. Sa pression osmotique est de 1,120 atmosphères. Or, la toléranee pour
les végétaux supérieurs vivant sur solutions minérales est de 0,5 à 1,5 atmosphères. La so-
lution préconisée est donc bien dans les limites permises.
Comparons à présent la solution F (solution pour un développement floral) à une
solution destinée à un développement végétatif, par exemple le Knop souvent utilisé. La te-
neur en sels du Knop est inférieure: 1750 mg contre 2301pour la solution F. La pression os-
motique de la solution de I(nop est a~3si plus faible, 0,748 atmosphères (33,4 m.e.) contre
1,120 atm. (50 m.e.); le rapport des anions 18,5 sur les cations 14,9 est de 1,24, cette
solution est donc nettement acide.
Quant à la répartition des ions ~~ Znop, elle est toute différente (Tableau X)
* L'addition de potassium aurait pu être effectuée sous la forme de chlorure, mais ce n'é-
tait pas très indiqué pour le chrysanthème qui est très sensible à :'ion chlore (KOSTER,
321 - LUIiIT, OErrn et KOHL, 325).
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TABLEAU X
mg/l -
: K+ 1 Ca-H- I-'Ig-H-1 N03 1
SO -- P0
4
H2- ! 1
1
1 4
1
1
(N03)2 Ca 4 H20
i 1 1
1
1
1
11000 1 8,5
1
1 8,51 , 1
1i
1
N03K 250 ! 2,47 ! 2,47 11
P04H2K 250 1 5,52 i 1,851
250 2,02 1 i 2,02SO4I\lg 7 H20 i ! !
1
i i
1 1 1
;
i 1
1
1 10,97
1
2,02
l'
5,52
1
4,~ 8,5 2,02
11 i !, 1
-- !
Total m.e. anions-cations 18.5 14.9
Total m.e. ioniques 33,4 1
Lorsque le Knop est dilué de moitié, les données ci-dessus doivent être diminuées
de moitié aussi évidemment. C'est dire que dans ces conditions, le Knop risque non seulement
d'~tre inefficace, mais aussi qu'il peut produire des carences notamment en magnésium, en
potassium et en phosphore.
Les pourcentages des ions s'équilibrent co~~e suit pour les deux solutions
(Tableau XI) :
T A BLE A U X l
Ions Knop
m.e· anions du %du total des
Solution F
m.e. anions du 0 du total d.e__s '
m.e. anioniques ioniaues 1 anioniaues 1 m.e. ioniaues ,m.e. m.e. ,
1
N03
- 59,29
1
32,84 61,5 32,00
--
S04 10,91 6,04 26,92 14,00
PO - 29.72 16,52 11.53 6,004H2
id. cations id. cations
K+ 29,06 12,96 76,66 36,00
Ca-H- 57,04 25,45 1 20,83 10,00
1 Mg++ 13,55 1 6,04 4,16 2,001
1
1
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Les pourcentages des divers éléments par rapport à l'ensemble des ions indiquent
que la solution de Knop (pour tissus végétatifs) est surtout riche en azote et en calcium,
tandis que dans la solutioll F, l'azote et le potassium dominent. C'est important, car nous
avons vu que cela correspond à la proportion de ces deux éléments dans les boutons floraux,
mais il convient de rappeler aussi, cemme je l'ai indiqué dans le début de ce chapitre, que
les carences relatives en ces deux éléments perturbent chez la plante entière la polarité
de la migration du phosphore (Tezuka loc. cit.) et des sucres; les sucres utiles à la flo-
raison, au lieu de s'accumuler dans le bourgeon terminal puis le bouton floral, migrent au
contraire vers les racines (HIC~~~ et KM~, 318). Enfin, COMBES (313, 314) a montré que la
floraison currespondait à une migration importante de substances azotées vers les organes
floraux.
En ce qui concerne les oligo-éléments, HELLER (292) et GAUTHERET (291) ont lon-
guement discuté des solutions proposées par divers auteurs pour la culture des tissus. Ces
remarques pertinentes n'ont sans doute pas la même valeur pour la culture des organes flo-
raux. Je nIai pas fait d'expériences à ce sujet, je me suis contenté de modifier les solu-
tions proposées en fonction des remarques faites par divers auteurs sur le rôle des oligo-
éléments dans l~ floraison. La solution utilisée et qui mla donné satisfaction est la sui-
vante (Tableau XII) :
T A BLE A U XII
SOLUTION D' OLIGO-ELEJVŒNTS POUR LA CULTURE
DES BOUTONS FLORAUX
Comnosition de la solution mère jQuantité ap~ortée au milieu définitif par 1
i il cm3 de sol. mère (en ma)
1
poids en mg ,
Sels pour 1000 cm3 , Sels Oligo-éléments
S04f1n 7 H20 2000 2,000 Mn = 0,3965
S04Zn 4 H20 1000 1,000 Zn = 0,2273
S04Cu 5 H20 50 0,050 Cu = 0,0127
C12Co 6 H20 50 0,050 Cl = 0,0074
1
Co = 0,0124
C13Al 30 , 0,030 Al = 0,0061
1
C12Ni 6 H20 30 0,030 Cl = 0,0045Ni = 0,0074 1
1 No 04Na2 2 H20 25 0,025 Mo = 0,0099 1Na = 0,0024
Ik 20 0,020 l = 0,0153
*B03H3 2000 2,000 B. = 0,3496
Eau Q.S.P. 1000 cm3
1Prise l cm3/Kg milieu 1
(*) La quantité dIacide borique qui empêche la chute des fleurs chez le Lupin est de
l %c selon AARTS (378).
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Le Fer est ajouté séparément SOU3 forme d'EDTA de manlere à obtenir un milieu dé-
fi~itif renfermant 5 mg/Kg do cet élément. On peut, comme pour le Bore, doubler ou même tri-
pler cette quantité sans craindre de dommages.
b. Les sucres.
Il Y a eu jusqu'à présent très peu de tr:waux an ce qui concerne l'effet des su-
cres sur la floraison et l'évolution des fleurs "in vitro". Certains auteurs ont employé le
glucose mais la majorité ent adopté le saccharcse parce qu'il donne les meilleurs résultats
avec les cultures de tissus végétatifs (Tableau XIII).
T A BLE A U XII l
1 1
: Sucres ·)our 100 cm3 ;
. ---1
Saccharose 1 Glucose -i
20 '1 !
50
50
50
50
*0 à 200
50
20
o à 250
50
1 Ovaires Linaria
1 Apex Perilla transformation fleurs
1 B0utons floraux chrysanthème
i Bractées artichaut
LA RUE
NIT:"CH
NITSCH
RAU
HA.•BESffi'lliRI et LAL
SACHAR et BALDEV
TCHAILllliIAN et BUTENKO
RABECHAULT
TOPONI
1
i A_u_t_e_ur_s '~ 11atériel
1942 1 Fleurs diverses
1949 Fleurs de tomate
1951 Ovaires
1956 Ovaires Phlox
1958 Ovaires Iberis
1958
1959
1960
1960
CHOUARD, AGHION
AGHION
BALDEV
TEPFER, GREYSON
et HINDHfu"J
1961
1962
1962
1962
Tige et hampe florale tabac
"
Ovaires cuscute
Boutons floraux Aquilegia
30
50
20
30
100
GALm~. YIDJG, LAlJG
PAULET, NITSCH
NITSCH et NITSCH
AGHION-PRAT
IvUlliGARA et K1\.HCILLAC
1963
1964
1964
1965
1966
1 Boutons floraux concombre
1
" t'leurs sur racine endive
"
Fleurs sur hampe florale tabac
Tissus de racine d'endive
20
30-50
30-40*
*40-85
30
(*) Ces auteurs ont étudié les effets de plusieurs sucres.
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Pour favoriser le développement des boutons de chrysanthème "in vitrn", le mieux
serait sans doute de mettre à leur disposition les sucres que l'on rencontre dans la plante
au moment de la floraison. Le métabolisme des glucides chez le chrysanthème a fait l'objet
des travaux de KAZARJAl'J, AVUNDZAJAN et KARAPETJAN (343) en 1960. Ces auteurs ont déterminé
les variations de la teneur des divers glucides libres et des glucides issus de l'hydrolyse
des polyosides au CQurs de la vie de la plante qui comprend : la phase végétative, la flo-
raison et ce que ces auteurs ont appelé la phase de"défloraison", ceci dans tous les or-
ganes : bourgeons, boutons floraux (pétales et réceptacles), feuilles, tiges et racines.
Ne connaissant pas cette publication, j'ai effectué la même année des analyses
identiques et notamment des chromatographies d'extraits de divers organes de chrysanthèmes
de la variété Souvenir de Georges PECHOU (racines exceptées) au stade végétatif et après
le début de la floraison. Mes résultats ont confirmé dans leur majorité ceux des auteurs
russes en ce qui concerne les organes analysés pour les périodes de développement végétatif
et de la floraison.
D'une manière générale, le nombre et les concentrations des glucides libres re-
levés dans les divers organes (Bourgeons, feuilles, tiges et racL~es) pendant la phase vé-
gétative étaient à peu près identiques : pour tous les organes et en ce qui concerne le
saccharose, le glucose et le fructose. Les auteurs russes ont annoncé qu'ils avaient trouvé
du maltose dans les racines, alors que le dessin de leur chromatogramme indique la présence
de ce sucre dans la tige.
Par l'hydrolyse à l'acide sulfurique, les polyosides du bourgeon et des feuilles
cnt libéré: un acide uronique, du galactose, du xylose, du ribose et du rhamnose. L'acide
uranique et le galactose sont rem-,Jlacés dans les racines par une substance indéterminée et
du sorbose. Dans les tiges, tous les sucres cités ci-dessus, issus de l'hydrolyse des po-
lyosides, excepté le sorbose, sont présents. Les concentrations en sucres libres extrac-
titles à l'alcool à 70° étaient à peu près équivalents d'un organe à l'autre, mais c'est la
tige qui renfermait le plus de polynsides et les feuilles le moins.
Au cours de la floraison, les analyses ont permis de conclure à une migration des
sucres vers la fleur. On observait une augmentation maximum des glucides libres dans les
tiges (10 sucres); les feuilles (10 sucres) et les fleurs (9 sucres) et minimum dans le ré-
ceptacle des fleurs (3 sucres) et les racines (4 sucres). Les sucres détectés sont le maltOSE
le saccharose, le galactose, le xylose, le fructose, le glucose, le ribose, le rharnnose et
un cétose indéterminé, seul le rhamnose manquait dans les fleurons. Pour ma part, dans le
variété Souvenir de Georges PECHOU, j'ai également trouvé du raffinose et du stachyose dans
les feuilles, les tiges et les boutons floraux. Il est à signaler que la plupart de ces su-
cres n'ont pas été rencontrés au stade végétatif, surtout dans l'hydrolysat des polyosides.
Il y aurait une migration importante et une accumulation de sucres dans les tissus
des plantes en floraison et en particulier dans les boutons floraux. Ceci confirme bien les
résultats obtenus par d'autres auteurs chez d'autres espèces, et notamment en France par
C01wIBES (386).
Lorsque la floraison était terminée, on observait au contraire une diminution du
nombre et de la quantité des sucres libres et de ceux issus de l'hydrolysat des polyosides
dans tous les organes aériens, tandis qu'ils augmentaient dans las racines. Cette accumu-
lation dans le système radiculaire est sans dou+'e utile pour la production des rejets qui
reffiplaceront la tige principale l'année suivante.
- 60 -
Les résultats ci-dessus sont résumés dans le tableau XIV.
TABLEAU XIV
Modification du nombre des glucides dans les différents
dt' d' torganes u chrysan heme suivant les phases du evelop)emen
(selon KAZARJAN, AVUNDZAJAN et KARAPETJAN, 343
" t
f
Phase du développement
1 Stade végétatif Floraison Défloraison
Fractions ! '~ "~t"' 1, /ré- feui i
1
feud ti- ra- apex. eUl l- ra- /pe- ti-: ra-
végé~leS 1 ge ci- Ita- lles ge ci- 'cep les ge ci-
nes tati. nes les taclE nes
..-----
--~~-4---9-~f---- r--Sucres libres 3 4 3 3 6 6 6
Hydrolysat des poly-
1saccharides 5 8 6 6 5 5 6 5 3 6 4 2
Ncmbre global de su- 6 10
1
6 7 10 10 1 6 1 9 1 4 10 6 8i , 1 1cre 1 j
La phase florale correspond donc à une biosTûthèse des sucres et à un changement
dans leur répartition. Il est intéressant de constater que certains d'entre eux (les he-
xoses et polymères) sont retrouvés avec une grande fré0uence. Ce sont le saccharose, le
glucose et le fructose ou lévulose qui sont à la base de nombreuses biosynthèses; les pen-
toses sont moins nombreux et importants.
Nous verrons dans l'exposé des "Résultats expérimentaux" que les deux sucres qui
sont les mieux tolérés par les boutons floraux sont le fructose et le saccharose; les con-
centrations qui provoquent ,une croissance et un développement optima (floraison) sont pour
le saccharose de 80 à 160 %0' En réalité, l'optimum pour la floraison est à 100-120 %. mais
pour reconna!tre plus facilement l'effet de l'addition d'autres substances, j'ai préféré
adopter pour le milieu de base une concentration inférieure mais qui donne malgré tout de
bons résultats, soit 80 %,.
Notons cependant que l'autoclavage des milieux en vue de leur stérilisation pro-
voque l'hydrolyse d'une faible quantité de saccharose 3 à 4 %(selon RIETSEMA, SATINA et
BLAKSLEE, 345), ce qui fait environ 3,20 g de glucose et de fructose libres par Kg de mi-
lieu.
c. Substances diverses.
La gélose est employée habituellement à la dose de 7,5 à 12 %0; pour les boutons
floraux, la concentration la meilleure était 8 %0' La gélose peut modifier l'absorption des
diverses substances du milieu et les équilibres ioniques. KOFLER (345) l'accuse de provo-
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quer des carences en phosphore chez les mousses cultivées en milieu aseptique. Un moindre
mal est d'utiliser une gélose purifiée Bacto-Agar Difco. Cette substance ralentit d'autre
part la pénétration de l'oxygène dans le milieu, c'est la raison po~r laquelle j'ai adopté
à présent la culture sur milieux liquides agités.
- Le choix et les concentrations des vitamines, des auxines et des acides aminés,
relevés dans la littérature, ne reposa~ent en général sur aucune expérimentation. J'ai uti-
lisé (voir Tableau VI) du Panthot8nate de calcium, de la Vitamine BI et de l'acide gluta-
mique. Pour ce dernier, une expérience non rapportée ici m'a permis de déterminer que la
concentration optima était de 100 mg par kilo de milieu.
d. Préparation du milieu définitif de base.
L1 normalisation n'a pas enco~s touché les biologistes et dans la littérature,
aucun ne parle le même "langage". Certains s'expriment en grammes par litre, d1autres en
mg/l, en Y/l, en ppm, etc. Les chimistes, eux, donnent leurs résultats en pourcentages par
ranport au poids sec ou au poids frais: x grammes %signifie que l'on a x grammes de subs-
tances pour lOO-x d'autre chose.
Pour les milieux de culture, les proportions sont indiquées en général en g ou
mg/l, mais dans ce cas, on ne peut faire aucun rapprochement avec les résultats d'analyse
de plantes (qu'il est difficile de traduire en mg/l). Pour les éléments microtrnphiques,
l'erreur serait peu importante mais lorsqu'il s'agit d'introduire dans le milieu des quan-
tités de sucre allant jusqu'à 250 g, ce n'est pas la même chose.
Dans une solution renfermant 200 g de sucre par litre, l'analyse du milieu ne
permet pas de trouver 800 cm3 d'eau (ou 800 g) car il faudrait pour cela que les deux
c0nstituants aient la même densité (Saccharose d = 1588 à 15° C). Il m'a donc semblé plus
logique ici de parler en poids et non en volume.
La préparation du milieu de culture de base a été ainsi effectuée selon la mé-
thode suivante :
Un bécher d'une contenance légèrement SJperleure à celle nécessaire pour le mi-
lieu définitif est placé sur le plateau d'un trébuchet monoplateau K7T Mettler (ou autre
marque équivalente) dont la précision est + 30 mg pour 800.000 mg (1/25.000). Le modèle
K5T convient également, car il peut peser 2.000.000 mg avec une précision de + 200 mg
(1/10.000). A l'aide du bouton de tarage, on ramène l'échelle de lecture à zéro. Il ne res-
te plus qu'à ajouter les substances du milieu.
Par exemple, pour un kg : le sucre 80 g, 3 à 400 cm3 d'eau distillée, les prises
des solutions mères de macro-éléments indiquées dans le tableau IX, l cm3 de la solution
drolig~-éléments du tableau XII, l cm3 d'une solution d'EDTate de Fer correspondent à 5 mg
de Fer, les vitamines~ auxines, acides aminés ou autres substances (pesées sur une balance
de précision au 1/100 ) et de l'eau distillée jusqu'à 950 g. Après agitation, le pH est me-
suré et amené à 6,0 s'il y a lieu. On complète alors le milieu à 1000 g. par de l'eau dis-
tillée.
Si l'on veut obtenir un milieu solide, après la correction du pH, on ajeute 8 g
de gélose en poudre (Bacto Agar Difco) et on porte le milieu à l'ébullition dans un ballon
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TABLEAU XV
"'"Sels
(N0
3
)2ca
N03K
P04H2K
S04K2
S04Ng 7 H20
S04Mn 7 H20
S04Zn 4 H20
S04Cu 5 H20
C12Co 6 H20
C13Al
C12Ni 6 H20
Mo 04 Na2 2 H20
IK
B03H3
Fer (E.IJrAte).
Acide pantothénique
Acide glutamique
Vitamine Bl
Gélose
Saccharose
Eau distillée dans
le verre :
Q.S. pour
Poids en mg
409,00
1111,00
136,00
522,00
123,00
2,00
1,00
0,05
0,05
0,03
0,03
0,025
0,020
2,00
5,00
5,00
100,00
30,00
8000,00
80000,00
1.000.000,00
Apport sous la forme de
\
1
( Prises de solutions
1 mères (voir le tableau
1 IX)
)
~
i
1
Prise l cm3 solution
~ mère (voir le tableau
( XII)
!
i
i
1
/
Prise l cm3 solution
(complexon II)
Î
" Pesées à part avec une
1 balance au 1/10
/
Pesée directe
" "
Pesée directe
~ x)xx)xxx) Les sels minéraux font partie de la série Purissimum "Merck".Bacto Agar DifcoTous les autres corps organiques sont des produits purs.
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surmonté d'un réfrigérant à reflux et muni d'un dispositif d'agitation énergique. Lorsque
la gélose est fondue, le milieu est mis à refroidir jusqu'à 50° C (prise en masse vers
30° C) et complété alors à 1000 g par de l'eau distillée, agité de nouveau, puis coulé im-
médiatement dans les tubes de culture pour limiter au minimum l'évaporation de l'eau. Le
milieu définitif a donc la composition indiquée dans le tableau XV. Son volume est de
9BO cm3, sa densité 1020 et son rH-20B mV. Il renfErne Bl,63 g de saccharose par litre.
IV. OBSERVATIONS ET INTERPRETA'rIONS DES m.;SULTATS.
Les experlences ont en général été répétées deux et si possible trois fois. Selon
les disponibilités en matériel végétal, chaque traitement comportait 12 ou 24 tubes de cul-
ture, à raison d'un bouton floral par tube. Dans la majorité des cas, les boutons ont été
cultivés avec un pédoncule de 10 mm, cependant, quelques expériences ont été faites compa-
rativement avec des boutons sans pédoncule (effets des sucres, du 2.4 D, de la kinétine et
de la kinétine+AIA), mon projet étant ultérieurement de ne mettre en culture que le récep-
tacle sur lequel se forment les fleurons.
Dans cette première étape, les observations ont porté sur le déroulement de la
croissance et de la floraison "in vitro". La croissance était appréciée à l'aide de la me-
sure des pédoncules et du diamètre des boutons et la floraison à l'aide du c~~ptage des
fleurons épanouis. Le mot "floraison" s'applique en général à tous les phénomènes qui tra-
duisent le passage de l'état végétatif à l'état floral. Il sera utilisé lCl plus particu-
lièrement pour désigner l'évolution du bouton floral en culture "in vitrn".
L'examen de l'effet des divers "traitements" sur l'évolution cytohist-,logique de
la floraison des boutons en culture "in vitro" fera l'objet d'études ultérieures; cepen-
dant, quelques observations préliminaires de contrôle ont été effectuées au cours des ex-
périences à l'aide de coupes de boutons inclus à la paraffine (fixation au Nawashine et co-
loration à l'hématoxyline de Heidenhain).
Enfin, j'ai utilisé pour l'interprétation statistique des résultats la méthode
d'analyse de la variance selon le test F (Snedecor, Lison)* préconisée par GAUTHERET (291)
pour la culture des tissus végétaux.
* SNE DECOR , G.W.- Statistical Methods - Iowa State College Press Ames, Iowa 1937.
LISON, L.- Statistique appliquée à la biologie expérimentale - Gauthier-Villars,
Paris, 195B.
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RES U L T A T S EXP E R l MEN TAU X
Au cours des expériences qui constituent l'objet essentiel de ce travail, j'ai
cherché à préciser les meilleures conditions à réaliser pour obtenir une croissanoe et un
développement des boutons floraux du chrysanthème, identiques à ceux de boutons floraux de-
meurés sur la plante.
Nous avons vu que les plantes mobilisaient beaucoup d'éléments macrotrophigues
au cnurs de la floraison: en particulier de l'azote, du potassium et des sucres. Dans une
première serle d'expériences, nous al11ns comparer les effets de deux solutions d'éléments
mlneraux : la solution de Knop utilisée par la plupart des auteurs et la solution F mise au
point dans le précédent chapitre, puis nous chercherons à comparer les effets des principaux
sucres : saccharose, glucose et fructcse dont la présence a été constatée chez le chrysan-
thème en voie de floraison.
~mis nous savons aussi que le développement des fleurs est réglé par divers pro-
cessus de stimulations et d'inhibitions dans lesquels sont impliqués en particulier des au-
xines, des gibbérellines et des phytokinines agissant à faibles doses. C'est la raisnn pour
laquelle nous chercherons à préciser dans le chapitre Eléments microtrophigues, les effets
particuliers à chacun de ces groupes de substances, en incorporant dans le milieu de cul-
ture des quantités plus ou moins importantes d'acide;~indolyl-acétique(AIA), d'acide,~
naphtyl-acétique (ANA), d'acide 2,4 dichlorcphénoxyacétique (2,4 D) (groupe des auxines),
d'acide gibbérellique (GA) (stimulateur de croissance), d'acide 2,3,5 triiodo-benznïque
(ATIB) (inhibiteur), de kinétine ou 6-furfuryl-amino purine (K) (du groupe des substances
excitoformatrices) et de combina5sons kinétine-acide/3ind~lylacétique (K-AIA) et gibbérel-
line-kinétine (GA-K). ).
A. ELEMEN'rS dACROTROPHIQUES.
1. ELEIVŒNTS lVIINERAUX.
J'ai tenté de cultiver des boutons floraux sur des milieux nutritifs pour tissus
végétatifs, mais je n'ai pas obtenu de bons résultats, notamment avec les solutions renfer-
mant des chlJrures, sans doute à cause de la sensibilité du chrysanthème à l'ion chlore
(voir Méthodes).
La fig. l, Planche VI, représente par exemple un bouton floral cultivé depuis plus
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d'un an sur un milieu N2 de NITSCH (*). Les fleurons ont très peu évolué: on ne voit sur
cette figure qu'un fleuron à potentialité femelle avec sa couronne arrondie (à droite),
toutes les autres ébauches sont des fleurons à potentialité hermaphrodite; on remarque en
effet déjà les cinq proéminences qui donneront les cinq dents de la corolle tubulée.
L'évolution dans ce cas a été ralentie à cause de la composition de la solution
minérale (trop riche en chlore) et sans doute aussi de la faible quantité de sucre utilisée.
Des recherches sur lleffet de chaque élément minéral seraient certainement inté-
ressantes, mais nous nous contenteroLls ici de vérifier si la solution F mise au point d'a-
près l'analyse de Chrysanthèmes en fleurs convient à la culture "in vitro" des boutons flo-
raux en la comparant à une solution Knop utilisée par de nombreux auteurs.
- Comparaison ~e l'effet d'une solution minérale de Knop à celui d'une solution
minérale F pour deux concentrations en saccharose.
L'expérience comportait quatre traitements
Solution de Knop +
S01ution +
F +
F +
30 %0 de saccharose
Sc) %0
30 %
80 %~
(ou K 30)
(ou K 80)
(ou F 30)
(ou F 80)
A ces milieux ont été ajoutés les oligo-éléments, les vitamines et acides aminés
du milieu de base habituel (Tableau XII).
Résultats (Planche II et Planche v\A .•
1. Croissance (Tableau XVI).
La croissance des pédoncules a été en général plus importante dans les milieux K
et F renfermant 30 %0 de saccharose et les accroissements observés étaient très significati-
vement différents de ceux obtenus avec les milieux K et F renfermant 80 %0 de saccharose.
(*) Milieu N2 de Nitsch (communication personnelle)I~03K •••• 0 •••••••••••••••••••••••• 0 2000 mg
CIK 1500 -
P04~2Na H20 ••••••••••••••••••••••• 250-SO41V1g 7 H20 ••••••••••••••••••••••• 250-C12Ca •••••••••••••••••••••••.••••• 25-Citrate de fer ammoniacal Q.S. p. Fer 5 mg
Oligo-éléments (selon NITSCH) ••••• l cm3
Saccharose •••••••••.••••.••••••••• 30.000mg
Glutamine ..••••.•••..•.•..••.•...• 100 -
Thiamine .••..•..•.......••........ 50 -
Eau •••••••• ~ ••••••••••••••••• 0 • • • • l .OOOcm3
- 66 -
T A BLE A U X V l
1
Croissance Twnnrisation , Rhizogénèse
Long. Di'3.m. 1 Nombre Nombre
1 lmieux 1P;d~~C:;~ du bout. Intensité Forme ~ de boutons de racinesx en mm (a) (b) 1 racinés par
1 ~,1 bouton
1
(0
1
K 30 26,30 11,80 3,36 digit. 0 0
TT 80
1
20,04 12,10 2,08 nad. 8~3 10I\.
F 30 32,10 12,8 2,60 arr. 0 O(lc)1
F 80 1 24,30 11,9 4,30 i arr. baud. 18 ex; 9(3c)
1
~
en nombre de + (Voir Effets de
1
arrondie; arr. baud. = arrondie parfois 1
L'intensité de la tumorisation a été évaluée
l'AIA).
digit. = digitée; nad. = nodules; arr. =
avec gTos prolcngements.
avec racines aériennes pour 12 boutons.
(a)
(b)
(c)
La comparaison des deux solutions minérales pour les deux concentrations en sucre
montre que la solution F amène une croissance toujours supérieure à celle provoquée par la
solution K; les différences constatées étaient très signif~catives pour un seuil de proba-
bilité de 5 et même de l %.
Et il en a été ainsi pour la floraison (nombre de fleurons épanouis), bien que
l'augmentation du diamètre des boutons nIait pas été significativement plus importante ni
avec la s.lution F ni pour la plus forte concentration en sucre.
~n outre, il y a eu une plus grande homogénéité dans les tailles finales chez les
boutons cultivés sur le milieu F 80i dans les milieux F 30 et K 30 et K 80 quelques boutons
ont bruni ou ont eu une croissance très lente (Planche II, fig. 6), alors que d'autres a-
vaient un pédoncule qui s' al1mgeait beaucou:p (Planche II, fig. 8).
2. Formation d'un cal et rhizogénèse (Tableaux XVI et XVII).
Huit à dix jours après la mise en culture, l'extrémité du pédoncule présentait
quelques petites nodosités blanchâtres. Vers le 14ème jour, un renflement très net de cette
zone était visible chez les boutons du milieu F 80. Au bout du 20ème jour de culture, pres-
que tous les boutons présentaient une tumorisation, mais avec une fréquen.3 et une importance
plus grande chez ceux du milieu F 80 (58 %); les boutons du milieu F 30 ne présentaient
encore aucune tumorisation. Au 25ème jour, la Drolifération cellulaire du cal dans le milieu
K 30 avait rattrapé et dépassé celle observée dans le milieu F 80. Cependant, dans la répé-
tition de cette expérience (Tableau XVII), les résultats ont été légèrement différents, la
tumorisation au 25ème jour atteignait 83,3 %pour le milieu F 80, tandis qu'elle était infé-
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rieure à la première rénétition pour le mili6u K 30.
T A BLE A U X VII
PROPORTION DE BOUrONS AYANr FOruIE UN CAL
-
i
0/.. 1le
.1
10
, 58
1
58
1
83,3!
o
7
7
1012
12
i~ 1
, i K 30 ' F 30 i K 80 ! F 80~bSerVd.tions 'IJbre' , ~~bre 1 i _ ;Nbre 1 1 d 1Nbre i,
'\au bout de l' cult. ical. i % cult. i cal.! 1° ~ult • t cal. 1 10 i cult. 1cal.
, ,__L-I__!___ i---II--!-----I---
li' ,il l' :11, ,l,li 1ère répétitien j' 116 j. 12 1 0 1 0 12 1 0 O! 12 2 1 16,6;
l 20 j. 12 1 3 25 i 12 i 0 0 i 12, 2 i 25 ;25 j. ~ 12! 8 66'9 12 l',: 2 ,l, 16,~:i 12 'l',: 3125 i
1 2ème répétitio ; i
25 J. 9! 5 55,~ 9 4 44,~ 8 2 25
i
Au bout de 81 jours de culture, 100 %des boutons avaient l'extrémité de leur pé-
doncule tumorisée, excepté ceux du milieu F 30. L'optimum pour la tum0risation des pédon-
cules si nous cultivons des boutons floraux avec ~~e solution de Knop et des concentrations
croissantes de sucres, pourrait donc se situer vers 30 ~o (saccharose). Tandis qu'avec la
solution F, le maximum serait déplacé vers de plus hautes concentrations en sucre.
La forme du cal était différente aussi selon le milieu. Dans le milieu de Knop
(Planche Il) avec 30 %c de saccharose, la tumeur était le plus souvent digitée (fig. 2
et 3), tandis qu'avec 80 %. de saccharose, cette digitation ne se formait plus, mais il sub-
sistait des neJnsités (fig. 4). Dans les milieux F, avec 30 %. de saccharose, le cal était
plus petit que dans les autres traitements, tandis que dans le milieu F 80, le cal était en
général arrondi (fig. 8) et souvent légèrement comprimé verticalement, ce qui lui donnait
l'aspect d'un disque épais (fig. 10). Enfin, parfois le cal de bout0ns du milieu F 80 pré-
sentait un ou deux gr~s prolongements boudinés.
La rhizogénèse a eu lieu en général apr2s la formation du cal à l'extrémité du
pédoncule.
3. Floraison (*)
le premier indice du développement des fleurons dans le capitule consistait en
l'écartement des bractées au bout d'une quinzaine de jours. Les premiers fleurons se sont
(*) Ce terme s'applique généralement à l'ensemble des phénomènes qui traduisent le passage
de l'état végétatif à l'état floral, ainsi que le développement et la croissance des
fleurs jusqu'au stade de la fructificationi sera utilisé dans le cours du texte, pour
plus de commodité, pour désigner les étapes de l'évolution des boutons fl~raux en cul-
ture Ilin vitre".
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dégagés au bout de 21 jours de culture dans les milieux les plus riches en sucre, K 80 et
F 80. Ce phénomène correspond~it au maximum de l'activité de prolifération cellulaire du
cal et de rhizogénèse des ~édoncules. Dans les milieux K 30 et F 30, la floraison a com-
mencé beaucoup plus tard (30 à 60 jours).
Les milieux F cnt stimulé la floraison dès le premier mois de culture, tandis que
les milieux K ont eu un effet dépressif (Tableau XVIII), car sur ces milieux les boutons
n'ont fleuri que partiellement. En effet, les premiers fleurons dégagés ont développé une
corolle anormale (contournée, rubanée ou arquée), puis la floraison s'est arrêtée.
T A B 1 EAU X VII l
Milieux
Nombre de
cultures
Nombre de bou-
tons fleuris
Floraison
Pourcentage de 'Nombre de fleurs!
boutons fleuris ,épanouies par
, bouton
K 30 11 3 27 9
F 30 8 2 16,6 12,5
K 80 12 4 50 6,5
F 80 10 6 60 7,0
La Planche II réunit les dessins de quelques boutons les plus représentatifs de
chaque traitemellt, au bout de 55 jours de culture; le bouton de la fig. 7, prélevé trop tar-
divement, alors que les primordia floraux avaient atteint un stade de développement avancé,
n'a pu malgré tout développer que quelques fleurs femelles ligulées. On remarque en outre
que son pédon~ule n'est pas tumorisé.
Sur la Pl2Dche X, j'ai réuni les photographies des quatre boutons les mieux fleu-
ris de chaque traitement, après 81 jours de culture. On voit que le milieu F 80 (fig. 4) est
celui qui a permis le dévelo~pement du maximum de fleurons. Cette photographie pourrait
laisser supposer que le développement de la fleur a été à peu près similaire à celui de
fleurs restées sur la plante. Or, il n'en est rien, après une floraison spectaculaire des
prsmières rangées extérieures de fleurons ligulés, les choses en sont restées là. 1es autres
fleurons ligulés dont les primordia étaient à peine formés au moment du prélèvement et les
fleurons hermapr~,~~ites du centre du capitule n'ont pas évolué et sont morts par la suite.
On peut remarquer allssi sur la photographie 4 de la Planche X, que les boutons du milieu
F 80 qui ont le plus de fleurons épanouis; soat ceux qui ont aussi le plus grand nombre de
racines.
Enfin, au cours du deuxième mois de ~ulture, la base de quelques fleurons épanouis
sur les boutons cultivés dans le milieu F 30 a commencé à s'allon6er peu de temps après;
vers le 65ème jour; il s'est développé un rameau au sein de chaque fleuron. Ce rameau por-
tait à la base quelques pièces florales aplaties jaun~tres plus ou moins contournées, puis
des pièces en partie jaunes et en partie vertes, puis de petites feuilles. Au bout de
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81 jours, 50~; des boutons cultivés sur le milieu F 30 présentaient des réversions florales
(x 2,7 réversion par bouton).
Des réversions florales sont apparues également sur le milieu F 80, après 81 jours
de culture sur 20 %des boutons fleuris, mais comme ces boutons racinés n'avaient pu 3tre
repiqués sur un milieu fraîchement préparé, il est possible que la réversion des fleurs
était due dans ce cas à l'appauvrissement du milieu en sucre.
Il n'J a pas eu de réversion chez les boutons des milieux K 30 et K 80, mais il
est vrai que la floraison sur ces milieux a été peu importante.
En rés u m é Les bo~tons floraux de chrysanthème peuvent survivre sur un
milieu de base sans auxine ni substance excitoformatrice, mais leur croissance et leur dé-
veloppement (floraison) sont t0ujo~rs limités.
L'allongement du nédoncule est favorisé par de faibles concentrations en sucre et
par la solution F comparativement à celle de fu10p.
Le pédoncule des boutons floraux est capable de développer un cal important sur-
tout avec les milieux K 30 et F 80 (sans auxine), ce qui indique sans doute la présence dans
le bouton d'auxines et de substances excitofcrmatrices (Phytokinines ?).
Le développement des fleurs a été plus imnortant sur les milieux F et surtout sur
le milieu F 80i sur le milieu F 30, la plupart des fleurons ont "réversé" (au sein de la
fleur siest développé un rameau végétatif sur lequel on pouvait distinguer à la base quel-
ques pièces florales défurmées).
La floraison a été partielle sur tous les milieux; quelques fleurons épanouis é-
taient presque toujours anormaux même dans le cas le plus f~vorable avec le milieu F 80.
Seuls les fleurons femelles de la périphérie se sont développés; les fleurons du centre
n'ont pas évolués et sont morts après deux 0U trois mois de culture.
II. EFFETS DES SUCfu;S
raux
J!ai étudié les effets des trois principaux sucres présents dans les boutons fl~­
le Saccharose, le Glucose et le Lévulose.
a. Le Saccharose.
Ce sucre semble le plus important; on le trouve dans toutes les parties de la
plante, et ~ota~~ent dans les boutons floraux où il accompa0De d'autres polyosides tels que
le raffinose et le stachyose. Il a été en géreral utilisé par d'autres auteurs à la dose de
20 à 50 g/l mais en réalité, les tissus floraux ont besoin, semble-t-il, de doses nette-
ment supérieures, 75 à 100 g/l (AARTS, 378 - RAB~CHAULT, 135, 136 - AGRION-PRAT, 62).
Au cours de mes premiers essais de culture "in vitro", j'ai déjà signalé que beau-
coup de boutons flGraux brunissaient et mouraient après quelques jours.
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JI ai constaté que la mét!,'"'de de désinfection dans la plupart des cas n! étai c pas
en cause, et que la solut~on minérale intervenait é~alement très peu d~ns ce phénomène. Le
brunissement était dû presque toujours 3.-ùX faibles concentrations en sucre. Ainsi, au cours
d'un essai préliminaire dans lequel j'ai utilisé les concentrations 0, 25, 50 et 100 ~~o de
saccharose, jlai constaté que seuls les boutons, dans les deux derniers traitements, ras--
taient t0US bien verts et sains.
Dans l'expérience suivante, j'ai essayé onze teneurs en saccharose
60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, et 200 ~o.
Résul tats (Planche III).
1. Brunissement.
0, 20, 40,
Dans le milieu sans sucre (Témoin), 6 boutons sur 12 présentaient au 2ème jOlIT
une tache brune à l'extrémité du pédoncule et au sommet du bouton. Au 3ème jour, deux bou-
tons sur les 6 tachés ont bruni entièrement. Au 10ème jour, 10 boutons étaient bruns, deux
étaient brun foncé et morts. Le llème jour, les 12 boutons étaient morts.
Avec 20 %r de sacchar0se, il y avait 4 boutons sur 12 avec des taches bYQDes le
2ème jour et 6 ont bruni le 3ème jour. A ce moment, chez les boutons sans pédoncule, Q la
m@me concentration, 9 bout0ns sur 12 étaient bruns. Au llème j0ur, il y a eu 76 %(9 bou-
tons sur 12) de boutons bruns et morts parmi les bout-,l1S avec pédoncule et 10 boutons sur
12, soit 83 %parmi les boutons sans pédoncule.
Avec 40 %0 de sa~charose, 2 boutons sur 12 présentaient des taches brunes (bou-
tons avec pédoncule, le 2ème jour, et 4- sont devenus bruns le 3ème jour, soit 33 IS. Cette
proporti0n est restée inchangée par la 3uite, tandis que chez les boutons sans pédoncule,
un seul bouton présentüt des taches brunes et il n1y a pas eu dl autres boutons d'atteints.
Chez les autres concentrati0ns, lorsqu'un bouton brunissait, il était peu après
entouré de colonies bactériennes ou de mycélium de champignons, ce qui prouvait que, dans
ce cas, la désinfection était en cause wais non la concentration en sucre.
2. Croissance.
La première manifestation du dévelnppement des boutons se traduisaient par un
allongement du pédoncule. Cet allongement (Graphique XI) a com~encé dès les premières 24 h.
et s'est accéléré du 2ème au 7ème jour. Un ralentissement a été observé vers les 8ème et
9ème jours pour toutes les concentrations et chez les boutons survivants sur les milieux té--
moins (sans sucre). Cependant, entre 80 et 120 'f0o, le ralentissement n'a eu lieu que vers 1:3
llème jour. Chez les boutons survivants sur le milieu 20 %0' l'accélération était enc~re nc-
table au llème jour, et sIest poursuivie jusqu'à la wort des boutons survenue quelques
jours après.
L'examen du Graphique XI (à droite) de l'augmentation comparative de la tai~le
des pédoncules au llème jour, montre que l'optimum se situe entre 60 et 120 %0' le maximum
étant à 80 %0'
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L'augmentation d~ diamètre des boutons (Tableau XX) a été moins importante, quel-
ques millimètres seu~emen+'. Le maximum était observé à 120 et 140 %~, mais n'était pas si-
gnificativement différent de l'augmentation du diamètre des boutons développés sur les au-
tres milieux.
3. ~ormation du cal à l'extrémité du pédoncule.
Quelques jours après l'ensemencement (4ème au 7ème jour) et dans presque toutes
les concentrations, l'extrémité du pédoncule des boutons présentait un renf:ement qui a aug-
menté ensuite peu à peu de diamètre. Des coupes histologiques m'ont permis de constater la
présence de nombreuses divisions cellulaires, tout d'abord dans le cambium et qui se géné-
ralisaient ensuite au parenchyme cortic~l et à la moelle. Je niai pas constaté de cellules
hypertrophiées dans les tissus du cal au cours de ce premier examen. Les nodosités qui sont
appar. 's alors à la surface du renflement correspondaient à autant de racines qui se sont
développées par la suite.
Avec 20 %0 et 40 %c de saccharose, chez les boutons qui ont survécu et sont res-
tés en partiG verts, le renflement de l'extrémité du pédoncule s'est formé vers le 7ème
j our de culture •
Avec 60 %è' le renflement était visible dès les 3ème et 4ème jours. Il y a eu un
maximum de tuméfaction vers le 9ème jour pour les concentrations 20 à 100 %0. C'est au mo-
ment de l'augmentation la ~lus importante du volume des cala au 7ème jour, que s'est dé-
clenchée en général la floraiscn (écartement des bractées du beuton).
Le volume maximum atteint par la prolifération cellulaire de l'extrémité du pé-
doncule a eu lieu dans les concentratjcns 20 8t 40 %0; c'est dans ces milieux qu'il s'est
formé par contre le moins de racines. La forme du cal a été légèrement différente selon les
Inilieux : avec 20 et +0 %~ de saccharose, elle était sphérique ou subconique (Planche.III,
fig. 2 a et 2 b) et le bouton ressemblait ainsi à une petite haltère (Planche III, fig. 2);
dans les autres milieux, l'extrémité du pédoncule s'est élargie en une sorte de dis~ue
(Planche III, fig. 3 b) qui a déjà été observé dans l'expérience précédente.
4. Rhizogénèse (Tableau XIX.) ,
Les petites nodosités, de couleur plus claire, apparues sur le renflement de la
base du pédoncule, ont donné naissance vers les 8ème et 9ème jours, et bien que le milieu
ne renfermait pas d'auxine, à autant de racines. Celles-ci se sont allongées de façon plus
active entre le 10ème et le 12ème jours ce qui correspondait au moment de la plus grande
fréquence des épanouissements (fleurons) et à l'arrêt de l'allongement des pédoncules (Ta-
bleau XIX.).
Au 13ème jour, 80 à 83 ~G des boutons pédonculés en survie étaient raClnes dans les
concentrations 60 à 140 %0' Cette pronortion tombait à 66,6 %pour la concentration 160 %~.
Avec 180 et 200 %c de saccharose, l'émission de racines a eu lieu 4 à 5 jours plus tard;
dans ce cas, le renflement des péd~ncules a bien commencé à la même date que pour les con-
centrations optima, mais les racines ne sent apparues et n'ont commencé à se développer
qu'au 13ème jour (180 %0) et au 14ème jour (200 %0) de culture.
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Le nombre de racines émises par bouton n'était pas significativement différent
entre les concentrations 80 à 160 %0' L'allongement maximum des racines a diminué graduelle-
ment de la concentration 60 à la concentration 180 jco ' Cela est sans doute dû à l'augmenta-
tion de la pression osmoti~ue du milieu. La concentration ~O %0 a permis la production des
plus grandes racines.
Enfin, dG3 boutons fl~raux avec pèdoncules placés à l'obscurité n'ont pas déve-
loppé un nombre beallcoup plus important de racines. Quant aux boutons cultivés sana pédon-
cule, leur rhizogénèse a été très faible,
TABLEAU XIX
NGri2:18 .c~ RACI1'ŒS PAR BOUTON ET LONGUEUR IY1.A.XIMUM
DiS RllCIIf8S AU 13ème JOUR
r-.---.... _~.-...._._-_._._~._------
1 Concentrations en sac~h~e %0
1 L --,-- ------____, --------:-----!
1
lOi 20 1 40 i 60 i 80 1 100 : 120 j 140 160 180 200
r-l'--(--;--I'-- -!I--~--I--i--;--!-----t
1 I:o:lJre :loye:1 c.e 1 1 1 l ,
Il'acin33 :;':i.r bout0n ° ° 3 1 4,6 4,2; 7,7 7,51 3,81 6,51 6,0\ °
\ Longuen:~ maxbum ! 1 . 1 1 1 1 1
1 en mm ° 1 0 illl,6 33,0. 26,5 18,31 13,91 14,0[: 13'01 0,3\
1 1cal 1 Il!
1 1impor li ! 1 1
1 .__.__1 ta_n_t--'..;._........:..._---L ....:....-_......i...._---'-I_~ _I__
5. Floraison (Tableau XX).
Nous avons \~ ~ue le début de l'épanouissement, marqué par l'écartement des brac-
tées du bouton floral, débu.tait sensiblement en même temps que la tumorisation de l'extré-
rd tS du p~ :::'oncule. La sortie des fleurons a eu lieu lorsque la croissance du pédoncule a mar-
~ué ill1 net ralentissement. C'est à ce moment aussi que le pédoncule vert, jaunissait légère-
ment et cette évolution correspondait abs~lument à celle des fleurs demeurées sur la plante.
Il semblait exister une relatior. entre la "pctentialité" de la rhizogénèse et l' épanouisse-
ment des fleurons femelles ligulés, car si les racines ne se formaient que d'un seul côté
de l'extré~ité du pédoncule, seuls les fleurons situés du même côté dans le bout~n se déga-
geaient des bractées et5'épanouissaient. De même, les premiers fleurons qui se dégageaient
dG3 bout0ns étaient ceux ~ui étaient situés du même côté que les premières racines formées.
Ce phénomè!le n'a p~s été observé par la suite dans les autres expériences, notamment lorsque
j'ai ajouté des substances de croissance au milieu de culture. Cette hétérogénéité était
reut être due à une distribution anormale de l'auxine endogène.
En général, la floraison Brest déroulée de la manière suivante: l'écartement des
bractées a co~encé vers le 7ème jour de culture, les pétales jaunes étaient visibles au
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centre du bouton mais restaient arqués. La sortie des premiers fleurons ligulés a eu lieu
vers les 9ème et 10ème jours 7 et ils étaien-~ presque tous dégagés et commençaient à se re-
dresser le llème jour. Leur épanouissement a eu lieu vers les 13ème et 14ème jours.
Ainsi que dans l'expérience précédente, le développement de la fleur ne s'est pas
déroulé complètement comme sur la plante entière; l'épanouissement n'a été complet sur au-
cun milieu, DlDs les cas les plus favorables (100, 120 %0 de saccharose), les fleurons li-
gulés femelles des premières rangées extérieures se sont dégagés des bractées et se sont
épanouis no~malement. f~js le développement des fleurs s'est ensuite arr~té vers l'inté-
rieur du capitule où les autres fleurons femelles nlont pu former qu1une corolle courte,
arquée ou contournée. Quelques fleurs hermaphrodites arrivaient à se développer (les plus
extérieures) mais en allant vers le centre du réceptacle, on remarquait que l'évolution
des primordia floraux c'était arrêtée très tôt. Les ébauches florales dtl centre du capi-
tule sont mortes scuvent après deux à trois mois de culture (b0uton creux).
La photogTaphie de la Planche X (expérience précédente milieu F 30 et F 80) et
les dessins de la Planche III qui représentent le bouton le plus développé et le mieux
fleuri de chaque traitement, traduisent mal cet état de déficience au sein des capitules.
La forme générale ml ~apitule elle-même est quelque peu différente de celle des fleurs
restées sur la plante parce que les fleurons ligulés extérieurs ont dÜ se développer verti-
caleme~t, dan3 l'axe du tube de culture.
TABLEAU XX
DEVELOPPETlliN'r DE BOUTONS FLOPJ-I.UX DE CHRYSANTHE1ViE VARIETE
"SOUVENIR DE GEORGES r 2;CHOU" EN FONCTION DE LA CONCENTRATION
DU HILIEU :NUTRITIF EN Sfl.CCHAROSE (APRES 12 JOURS DE CULTURE)
Obsel'vations
Diamètre moyen des
boutons floraux
(en mm)
Concentrations
60 , 80 i~ 120: 140
1 --1
1 1 1
8 8 1 8,5 1 9 ; 9
1 1
1
1
1 1
1 ! 66 !12,5, 44 45 60
1
15 pas d'épanouis-
sement ou péta-I
les effilés 1
ct"'urts \
,
32
180 200
.
-;
~,
7,5 7 ~
1
14
i ;
t 160 1
l~l '
i 8,5 :
1 1
1~ 39 115 6
19
1419
211931
10
28
12
1 ~,
: 0 20 t 40 !
'''-1- f---j-I
1 ! ' i
1 7 ; 7 1 7,5 i
,mcrts , 1 i
1brun:i3 i t 1
1seD8n~ 1 1
1 'itPourcentage moyen de \ ,
boutons épanouis 1 0 0 3 1
1 \ 1
Nombre de fleurs épa- l'
j nouies par bouton 0 0 1 8
1 Longueur des fleurs i1 (en mm) 0 0 i30
1
1
1
'1 Réversion après 65j
de culture (appau-
: vrissement des mi·-
1 lieux)
___~I--------------'-------_.....__-.1 -.1 --'1
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Il n'y a pas eu dl épanouissement (Tableau XX) ni même un début d'écartement des
bractées chez les boutons restés en survie ~ur les milieux Témoin et 20 %0 de saccharose et
il n'y a eu qu'un quart environ des boutons restés en survie sur le milieu 40 ~SO, qui ont
fleuri (floraison irréguli3re). Si l'on compte comme fleuris les boutons qui ont manifesté
même un début de floraison (écartement des bractées), on en arrive à estimer que la concen-
tration 60 ~o a provoqué 45 ~0 de floraison. En réalité, le pourcentage de boutons épanouis,
c'est-à-dire ayant au moins quelques fleurons femelles développés et dégagés du capitule,
était plus faible: 12,5 %. Chez beaucoup de boutons, en effet, les bractées ont commencé
à s'entr'ouvrir montrant les pétales jaunes à l'intérieur, mais le processus s'est arrêté
là.
Le maximum de boutons épanouis et de fleurons ligulés normalement développés, a
été observé pour des concentrations en saccharose de 80 à 140 %. (44 à 66 %après 12 jours
de cul~ure).
Dans les concentrations de 180 et 200 %0' les sépales se sont écartés, mais les
fleurons ne sont pas sortis. Avec 200 %J' quelques boutons écartaient leurs sépales et leurs
fleurons se redressaient, mais ils sont restés courts (maximum 11 mm) et filiformes. L'al-
longement des pétales a été maximum pour les concentrations 60 à 120 %0 0Ù leur longueur
maximum variait (non significativement) de 21 à 31 mm , tandis q'l'ils n'atteignaient que
9 à 11 mm pour les concentrations 200 et 180 %0.
Comme dans l'expérience précédente relative à la com~araison des solutions nutri-
tives d'éléments minéraux, des réversions florales sont apparues chez 50 ~; des boutons fleu-
ris sur le milieu 60 ~o, à partir du 20ème jour de culture (Planche III, fig. 12) et chez
19 %des boutons du milieu à 80 %0 de saccharose vers le 65ème jour. Les réversions semblent
donc se produire à la suite d'un appauvrissement en sucre du milieu de culture, car ici
encore le pourcentage était d'autant plus élevé et le délai de l'apparition d'autant plus
court, qu'il y avait moins de sucre au départ dans le milieu de culture.
Chez les boutons sans pédoncule, le déroulement de la floraison a été identique,
mais le nombre de fleurons épanouis a été un peu plus important que chez les boutons munis
de leur pédoncule (Planche III, fig. 13, 14 et 15) pour les concentrations supérieures à
140 %0. A 160 %0' il y a eu en moyenne 8 grandes fleurs femelles épanouies normales et 17
fleurs femelles épanouies plus courtes et recourbées par bouton; et pour 180 %0' cert2ins
boutons ont épanoui jusqu'à 47 fleurs femelles ligulées (28 normales à corolle courte et
19 anormales, courtes et recourbées).
En rés u m é
Le brunissement des boutons cesse pour des concentrations supérieures à 40 %0.
La concentration qui donne l'allongement maximum du pédoncule dans le mlnlmum
de temps, est 80 %0' mais les concentrations 60 à 140 %0 donnent également de bons résultats.
- Un cal s'est formé à l'extrémité des pédoncules dans toutes les concentrations
(maximum pour 20 et 40 %0 de saccharose).
- La production de racines ne s'effectue que pour les concentrations supérieures
ou égales à 40 %0 et commence au moment de la libération des premières fleurs.
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- L'optimum d'épanouissement des fleurons e~t légèrement déplacé par rapport à
celui de l'allongement des pédoncules, il coïncide avec le maximum d'augmentation du iia-
mètre des capitules, c'est-à-dire pour les concentrations 100 et 140 po. Les concentrations
0, 20 et 40 p ont développé à la fois peu ou pas de racines et peu ou pas de fleurs (ligu-
lées). Tandis qu'à l'autre extrém Lt6 de la gamme, les ~oncentrations 180 et 200 %0 ont pro-
voqué un ra13ntissement du développement et de llépanouissement des fleurs et ont i~hibé l'QJ
longement des racines et des pétales.
La présence de racines favorise l'énanouissement des fleurons.
- ~nfin, 50 %des boutons fleuris sur le milieu 60 %. et 19 %sur le milieu
80 %. ont produit des réversions florales, sans doute dues à un appauvrissement du milieu
en sucre.
On peut donc estimer que les concentrations 80 à 160 %0 de saccharose ont st~­
mulé le développement "floral".
b. Le Glucose.
L'expérience comprenait un Témoin et 12 concentrations en sucre
80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 et 250 %0.
Résultats (Planche IV).
1. Brunissement.
0, 20, 40, 60,
On aurait pu penser que ce sucre rendant le milieu plus réducteur empêcherait
l'oxydation des tanins des pédoncules et les boutons, et serait, de ce fait, plus efficace
que le saccharose contre le brunissement. Or, le brunissement a éti dans les expériences
réalisées, plus important dans l'ensemble qu'avec le saccharose.
Le tableau XXI réunit les pourcentages de boutons avec le pédoncule entièrement
nu partiellement brun et de boutons entièrement bruns et morts au 17ème jour.
Comparativement au saccharose, le brunissement a été plus lent et moins important
pour les faibles concentrations 20 à 40 ro, mais il n'a été annulé dans aucun traitement.
Dans le milieu sans glucose (Témoin), au bout du 4ème jour, 83 %des boutons étaient bruns
ou partiellement bruns et 67 %étaient morts au 7ème jour. Les boutons demeurés verts ont
arr~té leur croissance entre les 3ème et 4ème jours.
Dans les concentrations 40 à 140 %0' tous les boutons étaient encore verts au
2ème jour, tandis que pour les concentrations supérieures, il y avait déjà le même pourcen-
tage de boutons bruns ou partiellement bruns, que dans le milieu sans glucose et à 250 %0'
tous les boutons étaient déjà morts.
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TABLEAU XXI
ERUNISSErŒNT DES BOUTONS AU 17ème JOUR DE CULTURE EN PRBSENCB DE GLUCOSE
1 Concentrations en glucose %0
~I~~~ol~i~1120 11~1_1_6_0_:II_l_80_j_2_00_I,i_2_5_0 .....
Pédoncules 1 j ~ 1 l
bruns 116,6 16,6 i 0 1 0 ,0 1 0 1 33,3j 0 0 0 0 11 0
B t t "! 1 1 i 1 1re~~n~n~r:s1e- . , l' 1 i 1
(morts) 1 66 ,61 16,6! 17 17 '17 67 1 33,3; 83,3 83,3 87 100 1
Il Pourcentage to ! II II 1tal de boutons i' !~.partiellement 0 1 1 1 1ntièrement 83,2, 33,2\; 17 17 17 67 66,6; 83,3 83,3 87 100
1 runs ; 1 1 l,! :
Le pourcentage sOLtligné dans la concentration 120;00 est celui de pédoncules dont l'ex-I
trémité seulement était brune. 1
2. Croissance.
L'allon~ement maximum des pédoncules a été observé aux concentrations 20 et
40 %0. Il diminuait ensuite graduellement jusqu1à la concentration 200 Î~o.
L'augmentation maximum du diamètre des boutons fut légèrement décalée vers les
fortes concentrations (60 à 80 %~) par rapport à l'optimum d'allongement des pédoncules,
comme pour le saccharose.
3. Formation du cal et rhizogénèse.
La prolifération cellulaire de l'extrémité des pédoncules a été aussi précoce qu'a-
vec le saccharose et débutait au 3ème jour de culture dans la concentration 20 %0' sur les
deux tiers des boutons vivants. Entre 40 et 80 %0' elle apparaissait seulement du 7ème au
9ème jour, et tous les pédoncules des boutons Gtaient tumorisés au 17ème jour. A 120 ~o,
quelques petits cals éta~ent visibles à partir du 9ème jour, mais à 140 %~, il a fallu at-
tendre le 14ème jour. Dans les concentrations supérieures (160 à 250 %0)' le cal ne s'est
pas formé.
Chez la plupart des boutons, le renflement n'était pas localisé à l'extrémité du
pédoncule comme avec le saccharose, mais il y avait une augmentation progressive du diamètre
du s0mmet à la base. A 40 %0' deux boutons avaient ainsi un pédoncule tronconique allongé,
à surface granuleuse (Planche IV, fig. 2 g). Parfois, l'augmentation de diamètre était uni-
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forme d'une extrémité à l'autre (Planche IV, fig. 3g).
La rhizogénèse a été très irrégulière, il y a eu peu de racines formées, celles-
ci sont apparues très tardivement du 12ème au 14ème jour, et seulement dans les concentra-
tions 60 et 80 %c (30et 40 76). J'ai compté au 17ème jour : 2 racines par bouton ,(longueur
maximum 8,5 mm) à 60 %c et 5,5 racines par bouton (longueur maximum 15 mm) à 80 ~o de glu-
cose. Dans une autre expérience, il n'y a eu de formation de racines qu'à la concentration
80 %0 (8 bout0ns sur 12, soit 66,6 %).
4. Floraison.
La florais0n a été moins iiuportante qu'avec 10 saccharose. Sans glucose, les quel-
ques boutons qui ont p~ survivre ne se sont pas épanouis.
L'écartement des sépales a commencé comme avec le saccharose, au 7ème jour de cul-
ture, dans les concentrations 60 et 80 ~c. Tandis que cet écartement n'était observé que
du 12ème au 14ème jour avec les concentrations infér~eures : 20 et 40 /°0 , et le déroulement
de la floraison a été ainsi plus lent et décalé de 6 à 7 jours par rapport aux deux concen-
trations précitées.
Le maximum d'épanouissements a été observé à la concentration 60 %0 (100 %des
boutons restés en survie, au 17ème jour). Aux concentrations voisines, les boutons épanouis
étaient presque aussi nombreux (81 à 100 %des boutons restés en survie), mais il y a eu
ensuite une diminution rapide des épanouissements, à 120 %0 il n'y avait plus que 48 ~ des
boutons en survie d'épanouis. Puis, il n'y a eu aucun épanouissement à 140 %c de glucose
et au-delà; excepté cependant à 180 %. où dans une expérience il y a eu deux boutons sur
quatre restés en survie qui ont écarté leurs sépales au 14ème jour seulement, et dégagé
quelques pétales au 17ème jour de culture. Le développement des fleurons femelles a été ra-
rement complet. Ainsi, beaucoup de fleurons sont restés petits et recourbés vers le centre
du capitule. Ceux qui ont réussi à se dégager ont formé une corolle très courte. Le pour-
centage de fleurons qui, par bouton, se sont ainsi dégagés des bractées, ont amorcé leur
redressement ou se sont épanouis, était très faible: 10,6 à 20 %0' 13 à 40 %0' 27 à
60 'Ibo.
Dans les cas les plus favorables, quelques fleurons hermaphrodites se sont déve-
loppés, mais en général, comme pour le saccharose, les ébauches florales ont peu évolué au
centre du capitule. J'ai constaté chez certains boutons, notamment à 40 %0' après le re-
dressement des premiers fleurons ligulés, qu'une cicatrice s'était formée eu milieu du ré-
ceptacle. Parfois, le réceptacle était devenu plus volumineux, très bombé, presque sphérique.
Dans la majorité des cas, les fleurons à potentialité hermaphrodite sont morts au cours du
premier mois de culture.
J'ai observé, comme pour le sacchqrose, quelques réversions de fleurs ligulées
2 boutons sur 12 pour la concentration 40 100 et 4 boutons sur 12 pour la concentration
60 IG", au 22ème jour de culture.
Autre détail curieux, les fleurs ligulées étaient de couleur verte à la concen-
tration 20 %0; certaines fleurs avaient l'extrémité blanche. Entre 40 et 80 %0' la colora-
tion était normale (jaune), mais à partir de 100 %0' la coloration devenait plus foncée
(jaune orangé).
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En rés u m é : le glucose n'emp@che pas le brunissement, bien qu'il rende le
milieu plus réducteur et donne à égale quantité, une pression osmotique deux fois plus for-
te que le saccharose. Les concentrations optima pour la flcraison sont inférieures à celles
du saccharose 60 00 (au lieu de 100 à 120 ~D) bien que les concentrations voisines : 40 à
80 %~ donnent également de bons résultats. La tolérance est moins grande et en dehors de
ces limites, le glucose devient néfaste et perturbe nota~nent la rhizogénèse et la florai-
sen. En ce qui concerne la floraison, ces perturbations sent : le verdissement des fleurs
(20 /"0)' la réversion et la t~~éfaction du centre du réceptacle (40 %D)' l'inhibition de
l'épanouissement.
c. Le fructose (Planche IV).
Ce sucre a le même poids moléculaire que le glucose vu précédemment, c'est dire
que la pression osmotique des milieux de culture était la même aux mêmes concentrations. Ce-
pendant, je n'ai pas cru bon d'expérimenter la concentration 250 %0 qui nia donné aucun ré-
sultat avec le glucose.
Résultats.
1. Brunissement.
Le brunissement (Tableau XXII) était beaucoup moins important qu'avec le glucose
et proche de celui obtenu avec le saccharose. Les boutons dans le milieu sans fructose ont
commencé à brunir dès les premiers jours; au 9ème jour, 83 %d'entre eux étaient bruns ou
partiellement bruns (pédoncule). Au 12ème jour, les 100 ~o étaient atteints. Le brunissement
débutait aussi très t8t dans la concentration 20 %0 mais se stabilisait par la suite dès le
5ème jour. Il n'y a eu de brunissement ensuite pour les concentrations 40 à 80 %0. Cependant~
dans une autre expérience, pour une cause indéterminée, il s'est présenté de 18 à 33 %de
brunissement dès le 2ème jour pour ces dernières concentrations.
A 100 ~o et jusqu'à 200 %0' le taux de brunissement a été variable, mais toujours
voisin de 83 à 100 %0.
2. Croissance (Graphique XII).
Avec le fructose, l'allongement des pédoncules (Graphique XII, fig. l et 2) est
souvent supérieur à celui obtenu avec du saccharose. L'optimum se trouvait à 20 %0 où les pé-
doncules doublaient ou triplaient leur longueur initiale. A 40 et 60 %0' il Y avait encore
une nette stimulation de la croissance, tandis qu'à 80 et 100 %0' l'allongement n'était que
de la moitié de la longueur initiale. Lefruot$se a provoqué une inhibition de la croissance
au-delà de 20 %.,d'autant plus forte que la concentration était élevée (Graphique XII à
droite, tailles à 20 j. en grisé).
L'augmentation du diamètre du capitule fut légèrement plus importante qu'avec le
saccharose et le glucose; l'optimum s'étalait sur trois concentrations : 20~ 40 et 60 ~o
(Graphique XII, à droite diamètre à 20 j. partie grisée + partie non grisée).
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3. Formation du cal et rhizogénèse (Planche IV).
Il Y a ev très peu de boutons dont la prnlifération cellulaire était localisée à
l'extrémité du pédoncule. J'ai quelquefois observé aussi un début de digitation du cal
(Planche IV, fig. 10, 11, 16 et 17) comme dans l'expérience sur les~~éments minéraux (mi-
lieu K 30). En général, l'augmentation du diamètre était étendue à toute la longueur du pé-
doncule dont la surface prenait un aspect granuleux. Dans les concentrations 20 à 60 %0' le
diamètre était malgré tout plus important à la base qu'au sommet, de sorte que le pédoncule
avait une forme tronconique (Planche IV, fig. 3, 4, 5).
La rhizogénèse ~ été en général peu active. Dans les concentrations optima 60 à
100 %0' les premières racines sont apparues au bout du 14ème jour et au 28ème jour, il nry
avait que 50 ~ de boutons racinés. Les racines étaient le plus souvent très courtes, soit en
moyenne 3,5 à 10 mm.
4. Floraison (1l1anche IV).
Dans l'ensemble, la floraison nbtenue avec le fructose était meilleure qu'avec le
glucose et se rapproche de celle observée en présence du saccharose, mais elle fut plus tar-
dive., Elle a débuté par 11 écartement des bractées au 16ème jour dans les concentrations
100 %. et 120 %0 au niveau desquelles se situe l'optimum d'action du fructose sur la flo-
rai~on. Le tableau XAIII montre en effet au 28ème jour de culture, que de part et d'autre
de ces deux concentrations, le nombre de boutons épanouis est moins important; il est nul
de 0 à 40 p~ et tombe à un tiers environ du nombre total de boutons en survie chez les au-
tres concentrations
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TABLEAU x XII l
NONBRE DE BOUTONS EPill~OUIS
0 20 1 40 60
1
80 i 100 120 140 160 180 2001 :
1--1 1-1 1__- 1---'
! 0 1
t 1
1 !Nombre de boutons i 1 . !épanouis sur 12 6 10 0 4 7 1 8 2 2 2 2
1 1 11
Pourcentage 0 0 1 0 ! 33 58,31 50 66 33 33 33 33
1
1
La floraison des boutons à la concentration 60 %0 rappelle celle obtenue avec les
concentrations 80 à 120 ~~ de saccharose, par le fait que ce sont les fleurons ligulés de
l'extérieur du capitule qui se dégagent les premiers-
Au-dessus de 80 %0' la floraison en présence de fructose avait un aspect parti-
culier caractérisé par un ralentissement du développement des fleurons ligulés femelles au
profit d'un certain nombre de fleurons hermaphrodites. Le dégagement des fleurons ligùlés
et leur redressement s'effectuaient après, ou simultanément avec l'apparition des fleurons
du centre du capitule. Chez de nombreux boutons, la floraison ne débutait pas par l'écarte-
ment d'une ou deux bractées extérieures et le dégagement des fleurons ligulés. Les bractées
s'écartaient ensemble, et comme les fleurons femelles n'avaient pas eu le temps de se déve-
lopper, on pouvait aper~evoir les fleurons hermaphrodites au centre du capitule. Quelques
fleurons hermaphrodites se développaient et se coloraient en jaune, puis les fleurons fe-
melles ligulés périphériques se redressaient avec ensemble.
Un autre effet particulier au fructose réside en ce qu'il provoquait une intensi-
fication de la couleur des bractées et du pédoncule qui, de vert jaunâtre au départ, deve-
naient vert très foncé,".surtout aux concentrations 20 à 60 Po au 19ème jour (bractées et pé-
doncuJ e).
Dans les concentrations inférieures à 80 700 qui permettaient un déroulement pres-
que normal de la floraison, c'est-à-dire l'épanouissement des fleurons femelles avant celui
des fleurons hermaphrodites, les pétales ligulés ressemblaient à ceux des boutons cultivés
en présence de saccharose, mais ils étaient en général plus courts et plus larges (Planche
IV).
Pour les concentrations supérieures à 120 %ê de fructose, ils étaient en général
déformés ou courts ou fripés.
En rés u m é En présence de fructose, le brunissement fut retardé ou légè-
rement diminué avec des concentrations de 20 à 80 ~c. L'optimum pour la croissance du pé-
doncule était situé à 20 %) mais s'étendait de 40 à 60 %0 pour l'accroissement du diamètre
des boutons. La prolifération cellulaire n'était en général pas localisée (cal.). Elle in-
téressait l'ensemble du pédoncule qui prenait une forme tronconique à surface granuleuse.
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De même, la rhizogénèse faible était très tardive. L'optimum de concentration pour la flo-
raison était très différent de l'optimum nécessaire à la croissance et se situait à 80, 100
et 120 ~o. Cependant, dès 120 ~bo, des déformations de pétales étaient observées.
~nfin, le fructose a provoqué un verdissement marqué des bractées et du pédoncule,
peut-être dû à une augmentation de la teneur en chl~rophylle.
d. Conclusions sur l'effet des sucres.
Les sucres réducteurs : glucose et fructose, ne peuvent empêcher le brunissement.
Ils sont mal supportés par les boutons et provoquent un développement "végétatif", augmenta-
tion générale du diamètre du pédoncule (tumorisation généralisée). Sous l'influence du glu-
cose, les pétales verdissent et le fructose intensifie la coloratian verte des bractées et
des pédoncules. Au-dessus de 40 ~o, ils deviennent rapidement inhibiteurs de la croissance
et de la floraison. Le fructose permet une floraison équivalente à celle du sacchar~se,
mais les fleurons sont en général plus courts.
Seul le saccharose a pu empêcher tout à fait le brunissement des boutons floraux
(oxydation des composés phénoliques 7) à des concentrations supérieures à 60 %0. Les sucres
réducteurs: gluco29 et fructose sont moins efficaces.
Le saccharose est bien supporté par les boutons floraux et pour des concentrations
allant de 60 à 160 %0. Les concentrations faibles 20 à 60 760 ont stimulé le développement
des parties végétatives du bouton, tandis que 180 à 200 %0 inhibaient la croissance des pé-
doncules et la floraison.
Les concentrations en saccharose qui donnent les meilleurs résultats pour la flo-
raison vont de 80 à J40 1~o. J'ai ado té la concentration 80 c;; our le milieu de base, car
elle est située légèrement au-dessous de l'optimum pour la floraison 100 à 120 %.
En règle générale, les con0entrations de glucose, de fructose ou de sacchar~se les
plus favorables à la floraiscn des boutons en culture "in vitro" niant pas permis un déve-
loppement complet ,f"Itparable à celui des capitules restés sur la plante; la floraison nia
été que partielle et seuls les fleurons les plus périphériques qui avaient déjà atteint un
certain stade de développement (formation de l'ovaire) ont pu poursuivre leur évolution et SI
épanouir. Au centre du réceptacle, les fleurons hermaphrodites ont rarement atteint le stade
de l'anthèse; en général, les ébauches florales sont restées au stade où elles étaient par-
venues au moment du prélèvement du bouton; elles sont mortes souvent après un ou deux mois
de culture et parfois le coeur du réceptacle s'est cicatrisé à leur place ou s'est tumorisé
(observations dans une expérience avec le fructose).
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B. ELEMENTS l'HCROTROPHIQUES (SUBS'TANCES DE CROISSANCE).
Parmi les éléments qui agissent à de faibles doses, j'ai choisi d'étudier ceux
qui agissent en général sur la croissance et les divisions cellulaires, en les stimulant
ou en les inhibant selon leur nature et leur cJncen~ration.
Ces substances ont été ajoutées au milieu de base renfermant 80 %0 de saccharose,
seules ou en mélange. Ce sont:
l - L'acide 6 indolyl-acétique (AIA)
II - L'acide;~ naphtyl-acétique (AllA)
III - L1acide 2,4-dichlorophénnxyacétique (2,4 D)
IV - L'acide gibbérellique ou gibbérelline A7 (GA)
V - L'El.cide 2, 3, 5-triiodobenzoïque (ATIB).J
VI - La kinétine ou 6-furfurylaminopurine (K)
VII - La ki:'1étine + l'acide/}indolyl-acétique (K + AIA)
VIII - L1acide gibbérelliqu~ + la kinétine (GA + K).
l'
1. ACIDE ,", INroLYL-ACETIQUE (AIA).
Rappelons que les auxines, notamment l'AIA, inhibent la mise à fleur des p~_'.ntes
de jours courts (AU1X:S, 401 - BONNER et THURLOW, 402 - BONNZR et BANDURSKI, 403 - HM~~
et NANDA, 408 - RAGHAV~~, 137, etc), bien que selon ~~RRB (413) elles participent malgré
tout à la régulation de la migration des sucres dans la fleur. Elles peuvent agir sur l'ex-
pression du sexe des fleurs (concombre, GALUl~ et coll. 84, 85 - chanvre, HE3LOP-HARRISON,
409). En culture "in vitrù", nous avrms vu dans l' Historique que l' AIA stimule la croissance
des ovaires (NITSCH, 118, 119), mais empêche la néoformation des fleurs de Tabac (AGHION-
PRAT, G2) ou d1endive (PAULET, 129).
Le disptlsitif expérime.ntal com:l2renait : un ,Témoin Jmilieu de base) et 6 traite~el1ts;
concentrations 10-8 (0300001 ~ %n)et 10-'( (0,0001 g %0),10-b (0,001 g %0)' 10-5 (0,01 g ;Jc ),
10-4 (0,1 g %0) et 10- (1 g %0). Chaque traitement cemportait 12 tubes de culture et il a
été fait deux répétitions les 10 et 12 novembre.
Résultats (Planches XI et XII).
Le maximum d'homogénéité des réponses à llauxine a été observé pour les plus for-
tes concentrations 10-6 à 10-4.
1. Croissance.
L'examen du graphique XIII de l'accroissement moyen de la longueur des pédoncules,
montre une action légèrement stimulante par rapport au Témoin à la concentration 10-7, ce
qué traduit mieux le graphique des tailles moyennes au bout de 20 j. (grisé) et de 26 j. de
culture (blanc).
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Les concentrations 10-6 et 10-5 ont vrovequé une légère inhibition de la crois-
sance encore nlus accentuée DOur la concentration 10-4 • Ainsi que nous le verrons, cette in-
hioition de l'allongement du pédoncule est associée à une stimulation de la tumorisation.
L'accroissement de diamètre du bouton (Graphioue XIII) a été stimulé significa-
tivement 0~ur la concentration 10-8 par rapport au Témoin sans auxine. Par contre, toutes
les concentrations supérieures n'ont pas dOlLné d'augmentation du diamètre différent du Té-
moin jusqu'au 20ème jour de culture. L'augmentation spectaculaire du diamètre des boutons
entre les 20 et 26ème jours de culture pour la concentration 10-4 (partie de la courbe ~or­
r~spondante en pointillés) ne correspondait pas en réalité à une activation de la flo~aison,
mais à une tumorisation générale des organes floraux (bractées, pétales, ovaires, etc) pro-
voquée par l'auxine.
2. Formation du cal, rhizogénèse et caulogénèse.
Le renfle~ent de l'extrémité du pédoncule a commencé chez les boutcns des concen-
trations 10-5 et 10-4 vers le 7ème jour de culture et presque tous les boutons avaient un
cal très net au bout de 12 à 18 jours dans tous les traitements et le Témoin. CependlliLt,
chez les plus fortes concentrations, il est apparu vers le 12ème jour au-dessus du cal ter-
minal habituel, des nodosités le long des stèles principales du pédoncule; la prolifération
cellulaire commençait donc à se généraliser (tumorisation).
Au bout de 40 jours de culture, la tumorisation était d'autant plus importante que
la concentration en auxine était plus élevée: chez les témoins (sans auxine), la proliféra-
tion cellulaire s'est liuiitée à la formation d'un cal arrondi ou plus ou moins comprimé ver-
ticalement, ce ~ui lui donnait la forme d'un disque épais. Le cal du pédoncule dans les con-
centrations 10- et 10-7 était identique à celui des Témoins (Planche XI, fig. l et 2). Ce-
pendant, du 35 au 40ème jour, à la concentration 10-7 , il est apparu des nodosités au-des-
sus de la tumeur terminale (cal) sur les~èles du pédoncule (Planche XI, fig. 2). Ces nodo-
sités ont évolué ensuite de façon irrégulière mais n'ont pas gagné la partie du pédoncule
développée hors de la gélose.
Dlns le milieu 10-6, la prolifération cellulaire s'est déroulée de la même manlere
que dans le milieu 10-7 , le cal était de même forme mais un peu plus gros. Cependant, le
long des stèles, les nodosités étaient plus petites et plus nombreuses, surtout près de la
surface de la gélose où elles ont formé c)ne masse plus ou moins volumineuse (Planche XI,
fig. 3).
Chez les boutons de la concentration 10-5, la tumorisation s'est généralis i3e du
cal à la surface de la gélose et ainsi la partie du pédoncule immergée avait une forme géné-
rale tronconique (Planche XI, Ilg. 4); cette partie entièrement tumorisée était de co~leur
brl~l rougeâtre caractéristique.
Dans le milieu 10-4, le pédoncule des boutons, ainsi que je l'ai dit plus haut,
s'est peQ allongé. En revanche, il s'est entièrement et fortement tumorisé (même sur les
quelques millimètres développés hors de la gélose) et comme le phénomène s'est déclenché
en même temps d'une extrémité à l'autre, la forme générale de la tumeur était celle d'un cy-
lindre court irrégulièrement bosselé. Comme dans la concentratibn 10-5, toute la région tu-
morisée était de couleur brun rouge.
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TABLEAU x X l V
FOillilliTION DU CAL, RHIZOGENESE ET FLORAISON DE BOUTONS FLORAuA
EN PRESENCE DI AIA AU BOUT DE 40 JOURS DE CULTURE
/Formation d'un cal à l'extrémité 1 Rhizogénèse Floraison
du pédoncule
Concen- %de bout. iImportan- Forme ~G de bou- i;ombre de i1S de bou- 1Nombre de
trations ;avec un :ce du cal (2) : tons ra- 1racines i tons fleu : pétales
en au- !cal (1) jCinés ipar bou- ;ris (3) 'par bou-
xine jton !ton
1
1
1 j.. i
1 1 i 11 0 (Témoin1 81,8 24 1cal loc. 18 9,0 54,5 16,21 1110-8 1 182,0 32 ! cal loc. 1 16,6 10,5 81,8 10,5ho-7 1 1 !84,6 38 1~al & nod. 76,9 6,2 41,5 14
~10-6 1 1 i
1 1
91,6 36 1gén. nod. 91,6 94,6 25,0 13
110-5 100,0 40 1gén. nod. 91,6 62,6 25,0 6
1 -4jlO 100,0 42 1 ' 44,4 32,5 22,2 4: gen.
,
cal. loc. = cal localisé, cal et nod. = c~l terminal et quelques nodosités au-dessus 1
sur le pédoncule, gén. nod. = cal et nodosités sur la partie du pédoncule dans la gé~
lose, gén. = tumorisation de tout le pédoncule. i
l
ont été comptés comme fleuris même les boutons qui n'ont développé qu'un seul fleuron'
1) Evalué en nombre de croix (+) selon une échelle
mGtre du cal et de l'étendue et de l'importance
tions cellulaires le long du pédoncule.
arbitraire qui tenait compte du di~­
de la généralisation des proliféra-
Les premières racines sont apparues vers le 18ème jour chez le Témoin (sans au-
xine) et chez les concentrations 10-8 et 10-7 et seulement du 20ème au 28ème jours chez
les concentrations les plus fortes 10-6 à 10-4. La rhizogénèse dans ces deux groupes était
différente. Les racines des boutons témoin, 10-8 et 10-7 étaient peu nombreuses (Tableau
XXIV) grosses et longues de 30 à 40 mm au 40ème jour de culture (Planche XI, fig. l et 2).
Tandis qu'à partir de 10-6, les racines étaient nombreuses, courtes (5 à 12 mm) et fines.
Chez les boutons des concentrations 10-6 et 10-5, elles formaient une couronne juste au-
dessus de la tumeur de l'extrémité du pédoncule (Planche XI, fi~. 3 et 4). Au contraire,
à la concentration 10-4 , elles ont pris naissance de façon irrégulière sur toute la partie
tumorisée du pédoncule immergée dans la gélose (Planche XII, fig. 1).
Le nombre de racines a été augmenté de façon spectaculaire et très significative
à partir de la concentration 10-6 (T:lbleau XXIV). Tandis que le pourcentage de boutons ra-
cinés a été augmenté sip,nificûtivement à partir de la concentration 10-7 , mais nous avons
vu qu'à cette concentration, les racines (nombre et forme) étaient identiques à celles des
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boutons témoins.
On peut donc considérer que l'effet de l'auxine endogène s'est exercé jusqu'à l~
concentration 10-7 et celle de l'aluine du milieu (exogène) à partir de la concentration
10-6 • Enfin, l'auxine a provoqué chez 8,3 5~ des boutons dans les concentrations 10-6 et
10-4, la néoformation de bourgeons sur la p~rtie du pédoncule située en dehors de la gélose
(Planche XI, fig. 36 flèche). La croissance de ces bourgeons a été inhibée avec 10-4 d'au-xine, mais avec 10- t ils ont donné des rameaux qui sont restés végétatifs ma1~é les jours
courts appliqués aux cultures.
3. Floraison.
La floraison des témoins s'est déroulée comme à l'habitude sur le milieu de base:
les bractées ont commencé à s'écarter dès le 7ème jour et surtout vers le 12ème jour de cul-
ture, au moment de la formation du cal à l'extrémité du uédoncule. L'épanouissement des fleu-
rons a eu lieu ensuite jusqu'au 20ème jour.
Pour traduire l'effet de l'auxine sur la floraison (Tableau YJCIV) , j'ai dû compter
cnrnme épanouis m~me les boutons qui ~l' avaient développé ou partiellement dégagé qu'un seul
fleuron. C'est la raison pour Idquelle le pourcentage des boutons "fleuris" chez le témoin
est plus élevé que celui donné pour le milieu de base habituel. De cette manière, on peut
constater que l'effet dépressif de l'auxine sIest fait sentir dès la cOdcentration 10-7.
L' inhi.Ji tion de lèl floraison a été ensui te proportiOlmelle à la concentration; les ébauches
florales n'ont pratiquement pas évolué et ont turnorisé parfois dans la concentrution 10-4 •
Cet effet est visible également sur les photographies des Planches XI, fig. l à 4 et XII,
fig. l qui représentent les quatre boutons les mieux fleuris de chaque traitementi des pho-
tographies de l'ensemble de l'expérience auraient été moins spectaculaires.
~n rés u m é : L'acide.~indolyl-acétique a eu peu d'effet sur la croissance.
Il a orovoqué une tWilorisation des pédoncules à partir de la concentration 10-6; l'impor-
tance des tumeurs formées augmentait avec la teneur du milieu en auxiüe.
La proportion de boutons racinés a été augmentée dès 10-7 d'auxine, mais l'in-
fluenc~ de l'hormone sur 1& rhizogénèse proprement dite, n'était significative. qu'à partir
de 10-0 (racines fines, nombreuses, en couronne). On peut donc considérer que la formation
des racines au-dessoLls de cette dernière dose est due à l'auxine endogène. En présence de
10-6 à 10-4 d'auxine, des bourgeons végétatifs se sont formés sur les pédoncules; les ra-
meaux issus de ces bourgeons n'ont pu être mis à fleur en jours de 9 h.
Enfin, l r acide 1: indolyl-acétique a exercé une ao tion fnrtement inhibi trice sur
la floraison à partir dé la concentration 10-7 , ce qui confirme les résultats déjà ~btenus
par d'autres auteurs.
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II. ACIDE .-< NAPHTYL-ACETIQUE (ANA) •
Les doses u~ilisées étaient les suivantes : 0 ('l'émoin), 10-8 (0,00001 %0)'
10-7 (0,0001 %0)' 10-0 (0,001 %0)' 10-5 (0,01 %0)' 10-4 (0,1 %n) et 10-) (1 ~Go)'
Résultats:
A quelques détails près, les effets de l'ill~A ont été identiques à ceux de l'AIA.
1. Croissance.
La croissance deg pédoncules a été stimulée dans les milieux avec : 10-7 à 10-6
d'auxine. Au-dessus de 10- , il Y avait une inhibition proportionnelle à la .lcentration.
L'accroissement de la longueur initiale dans les premiers jours a permis de distinguer deux
modes de croissance. Chez les Témoins, sans auxine, au 7ème jour, la croissance était ac-
tive et s'arrêtait vers le llème jour. Au contraire, tous les boutons cultivés en présence
d'auxine ont ralenti leur croissance dès le 6ème jour pour les concentrations 10-7 et 10-6
et dès le 4ème jour pour les 10-5 et 10-4. Tous les boutons sont morts à 10-3• Certains bou-
tons ont montré sous l'effet de l'auxine un géotropisme positif; le pédoncule s'inclinait o~
se courbait, entraînant le bouton vers la surface du milieu (Planche V, fig. 5 a).
Le diamètre des boutons n'a augmenté en moyenne que de 1,5 mm chez les Témoins et
les concentrations 10-8 , 10-7 et 10-6 et de 2 mm pour les concentrations 10-5 et 10-4. Cer-
tains boutons de cette dernière concentration ont atteint 14 mm de diamètre par suite de la
tumorisation des pièces florales du capitule.
2. Formation du cal et rhizogénèse.
La formation d'un cal arrondi à l'extrémité du pédoncule des boutons sur le milieu
sans auxine a commencé du 7ème au 9ème jour de culture. En présence d'auxine à 10-7 et 10-6,
le renflement était visible dès le 3ème jour chez 30 %des boutons et dès le 4ème jour,
chez 75 et 82 j~ des boutons des concentrations 10-5 et 10-4 (Planche V, fig. 2 a et 3 a).
Le renflement de l'extrémité (~al) était en général plus étendu le long du pédoncule
chez les bout0ns cultivés en présence d'auxine que chez les boutons témoins et la tumorisa-
tion se ~énéralisait souvent à toute la partie du pédoncule plongeant dans la gélose de la
même manière qui avec l'AIA. Dans les premiers stades de cette généralisation, il se formait
comme un fin plissement transversal (par rapport au grand axe) de l'épiderme (concentration
10-5) (Planche V, fig. 4 a).
Les boutons Témoins ont formé en moyenne quatre ou cinq racines, ceux des concen-
trations 10-8 et 10-7 quatre, et ceux des concentrations 10-6, huit à dix après 12 jours de
culture. Pour 10-5 et 10-4, ilsest produit des déformations du pédoncule et des tumeurs plus
ou moins généralisées mais pas de racines. La production de racines a continué dans le trai-
tement 10-6,après deux mois de culture il y en avait 20 à 25 par bouton. Je n'ai pas observé
de néoformation de bourgeons végétatifs comme avec l'AIA.
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3. Floraison.
Les bOùtons témoins sans auxine ont fleuri normalement; à partir du 7ème jour, 8
à 12 fleurons ligulés ont réussi à se dégager du capitule. La floraison était identique DOur
les concentrations 10-8 et 10-7 (7 à 8 fleurons par capitule), bien que pour cette dernière,
il y a eu un retard de trois à quatre jours. Avec 10-6, 10-5 et 10-4 , il n'y a pas eu de flo-
raison.
~n rés u m é : Cette auxine inhibe donc comme l'AIA la croissance et stimule
la tumorisation oour les concentrations égales ou supérieures à 10-6 • Blle provoque la rhi-
zogenese, surtout à la concentration 10-6 et inhibe la floraison pour les concentrations su-
périeures à 10-7.
III. AC IDE 2-4 DICHLOROPHENOXYACETIQUE (.2-4 D).
Les eXnerlences ont porté sur des boutons avec ou sans pédoncule et les traitements
comp: 7naient le~ conce~~r2.tions ~uivantes_~ ° (Témo(~n), 10-7JO,000l ~bc~)~ 2.l0-~5(0,0002c;;'~),5.10 (0,0005/0 0 ),10 (0,001/0 0 ),2.10 (0,002 /ù(,), 5.10 (0,005/°0 ) et 10 (O,Ol/vo )'
Résultats (Planche V).
Dès la plus faible concentration utilisée, le 2-4 D a exercé une action stimulante
sur la tumorisation et la rhizogénèse et une action dépressive sur la floraison comme l'AIA
et l'ANA.
1. Croissance.
Le 2-4 D a provoqué un allongement des pédoncules SU,)erleur à 11 AIA et à l'AJ.JA, vi-
sible dès 13 première semaine de culture. L'optimum était atteint à 2.10-6 (Graphique XIV),
au-dessus de cette concentration, le 2.4.D devenait de plus en plus inhibiteur. Seules, les
concentrations 10-6 et 2.10-6 ont donné des allongements significativement différents du té-
moin. Les augmentations rapides de la longueur des pédoncules, survenues à partir du 10ème
jour chez les deux concentrations 10-6 et 2.10-6 précédaient puis bénéficiaient en3uite de
ltau~entation considérable du volume de l~ tumeur apparue à leur base (Planche V, fig. 6 à
11) •
Il n'y a pas eu de différence sensible dans l'accroissement du diamètre des boutons
munis de leurs pédoncules et il en était de même pour les boutons sans pédoncule pendant les
premiers 15 jours. Mais, chez ces derniers, j'ai observé ensuite une augmentation subite du
diamètre, proportionnelle à la concentration en 2-4 D. La floraison ici n'était pas en cause,
il s'agissait d'une tuméfaction généralisée des organes floraux et en particulier des brac-
tées comme nous l'avons observé avec les plus fortes concentrations en AIA et en JUJA; des
racines (Planche V, fig. 15) sont apparues sur ces bractées tuméfiées.
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2. Formation du cal et rhizogénèse.
La formation du cal a commencé du 5ème au 7ème jour de culture dans les concentra-
tions 5.10-7 à 5.10-5 • AU 10ème jour, au dessous de 10-6 , le renflement de l'extrémité du
pédoncule était arrondi et sa surface unie. A 2.10-6, dès le 8ème jour, les petites nodosi-
tés indiquant la formation d'autant de racines étaient régulièrement distribuées tout autour
du renflement (Planche V, fig. 3).
-6A 5.10 et au-dessus, le renflement était en général irrégulier aux 70me et
8ème jours; plus gros d'un c0té que de l'autre, il obliGeait l'extrémité du pédoncule à so
couder légèrement (Planche V, fig. 4). J'ai rencontré ~alement cette malformation chez quel-
ques boutons de la concentration 2.10-6 (Planche If, fig. 6). Du 99me au 11ème jour, la Drn-
lifération cellulaire se génér~lisait, de façon irrégulière, à toute la partie du péd()ncule
immergée dans le milieu nutritif (Planche V, fig. 7 et 8). JI. cet endroit, le diamètre aug-
mentait irréguli~rement et la partie tumorisée présentait de nombreuses nodosités de cou-
leur jaunâtre. Il n'a pas été Dossible de faire une distinction entre la tumorisation et la
rhizogénèse comme avec l'AIA et l'ANA, parce que pour les nlus faibles concentrations en
2,4 D utilisées, les deux phénom2nes étaient presque simultanés au cours des deux premières
semaines de culture. Le dénombrement des boutons à pédoncules tumorisés ou racinés a donné
les résultats suivants dès le llème jour (Tableau XXV).
TABLEAU x X V
Concentrations
100100100
2.10-6 ; 5. 10- 6 ; 10-5
,
100949183 lu
Témoin , 2.10-7 , 5.10-7 ! 10-6
---- ---- ----,---- ----i
Nbre %de boutons ,
racinés ou tumorisés ! 77~'
Nbre racines par
bouton 4,2 17 15 11 11 o t 0 0
( tum. )! (tum .)! (tum • )
On peut prendre comme exemple, pnur suivre l'évolution de la tumorisation, les bou-
tons de l~ concentration 2.10-6 , Cdr chez les autres concentrations, le phénomène était i-
dentique et d'autant plus rapide et amplifié que la teneur du milieu en 2.4 D était élevée:
le renflement noduleux irrégulier jaunâtre du pédoncule augmentait de diamètre progressivement
tandis qu'un gros cal sphérique se formait à l'extrémité; l'ensemble cal et tuméfaction no-
duleuse prenait une forme générale conique irré~ulière (Planche V, fig. 9). Peu à peu, la tu-
morisation gagnait les portions du pédoncule situées au-dessous du niveau de la gélose pen-
dant les deux premiers mois de culture. Le cal bientôt "s'organisait" chez la plupart des
boutons, je veux dire par là qu'il se formait des rangées verticales de nodosités, orientées
radialement par rapport à l'axe du pédoncule. Ces nodosités étaient si rapprochées qu'elle2>
semblaient accolées les unes aux autres en des formations aplaties, sortes d'ailes courtes
qui rayonnaient verticalement à partir de la surface de la tumeur comme les aubes d'un petit
moulin (Planche V, fig. 10). A ce stade (60 ou 72ème jour), la partie tumorisée du pédoncule
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comprenait donc à l'extrémité une grosse tumeur de 8 à 10 mm de diamètre, subsphérique et
ailée radialement, correspondant à la portion du pédoncule plongeant dans la gélose et au-
dessus, une tumorisation conique noduleuse qui allait en diminuant de diamètre jusqu'à une
portion supérieure du pédoncule (non atteinte) située immédiatement sous le bouton. A tra-
vers les nodosités de la tumeur principale, sont apparues de fines racines vers le 982me
jour de culture (Planche V, fig. 11).
Avec 10-5 de 2.4.D, ce dernier stade éta~t atteint bien avant, vers le 50ème jour.
Lorsque la concentration du milieu dépassait 5.10- , il semblait s'établir un gradient dans
la migration du 2.4.D à l'intérieur du pédoncule, notamment à la concentration 10-5 lors-
qu'une partie trop éloignée de la gélose ne tUllloris:lit pas. La migration du 2.4.D du milieu
à travers les régions tumorisées s'effectuait sans doute difficilement, ce qui préservait les
régions encore saines. A cet endroit, l'atmosphère du tube favorisant le phénomène, des ra-
cines fines recouvertes de nombreux poils absorbants apparaissaient vers le 65ème jour. Or,
ces racines se développaient horizontalement et ce nlest qu'après avoir rencontré la paroi
du tube de culture qu'elles reprenaient leur géotropisme positif (Planche V, fig. 13 et 14).
Le même phc3nomène (r'acines aériennes) st est produit chez les concentrations 2.10-6 et
5.10-6 , mais plus tardivement.
Dans certains cas, avec des concentrations plus fortes, et surtout lorsque le pé-
ioncule était enfoncé profondément dans la gélose, la tumorisation~agnait le bouton et des
racines se formaient à la base des bractées. Celles-ci tentaient de rejoindre le milieu mais
leur extrémité tRmorisait à son tour dès qu'elles entraient en contact avec la surface de
la gélose (Planche V, fig. 12). Je n'ai pas observé de néoformation de bourgeons végétatifs
sur le pédoncule comme avec l'AIA.
Sur les boutons sans pédoncule, nous avons vu aussi que les concentrations égales
ou supérieures à 5.10-6 ont provoqué la tumorisation des bractées extérieures, surtout de
leur partie touchant la gélose et la formation de racines aériennes (Planche V, fig. 15).
Enfin, la floraison a été inhibée par le 2.4. D dès la plus faible concentration utilisée.
En rés u m é Le 2.4. D a une actilité supérieure à l'AIA et à l'ju~A. Il sti-
mule lé~èrement la crOlssance du pédoncule à 2.10- , stimule la rhizogénèse, mais surtout
la prolifération cellulaire des tissus du pédoncule qui tend à se généraliser (tumorisation).
Il empêche la floraison dès la concentration 10-7 •
IV. L'ACIDE GIBBERELLIQUE OU GIBBERELLINE A7 (GA)
:J
Rappelons que cette substance stimulatrice de la croissance provoque en général la
mise à fleur des plantes de jours longs (BRIAN, 264, 266 - CHOUARD ,269, 270 - LAKG, 281,
etc.). Elle lève la dormance des drageons chez certaines variétés de chrysanthème et peut
donc remplacer le traitement de vernalisation par le froid. Elle peut agir aussi chez les
chrysanthèmes sur l'induction florale et le développement des fleurons, selon l'époque du
traitement et la concentration (voir la littérature citée et en particulier CATHEY et STUART
(268).
(272
Des substances analogues à la gibbérelline ont été mises en évidence par HARADA
à 279) chez le chrysanthème (substance E) qui participeraient, selon cet auteur, à la
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biosynthèse de l'hormene hypothétique de floraison (florigène).
Le clône de la variété ;)ouvenir de Georges P~CHOU utilisé lCl, qui n'a pas besoin
de vernalisation et qui est indifférent au photopériodisme, ne réagit à la gibbérelline que
par lXQ allongement de ses tiges et un très faible allongement de ses pédoncules floraux.
~n ce qui concerne le:3 effets de cette hormone sur la flerai.son "in vitro", nous
avons vu (Historique) que les avis sont partagés et que les rsactions d~pendent surtout du
matériel végétal utilisG : si elle stimule 1& néoformation des fleurs sur les fr~gments de
racines d'endives vernalisées pRr exemple (PAULE7 , 129), en revanche elles inhibent celle des
fleurs sur des fragments de hampe de Ta'oac (AGHIOH-PRAT, 62) et de tige de Plumbago indica L.
(NITSCH et NITSCH, 117).
L'expérience comportait un Témoin (sans gibbére6line) et quatre !raitements corres-pondant aux quatre doses sucvantes : 10-7 (0,0001 %0) 10- (0,001 %0)' 10-) (0,01 %0) et
10-4 (0, l 70 0 ),
Résultats (Planche XII, fig. 3, 4, 5 et 6).
Les effets principaux de cette hormone ont porté sur la croissance et sur la flo-
raison.
1. Croissance.
L'effet le plus spectaculaires est certainement celui exercé par l'acide gibbé-
rellique sur la croissance du ~édoncule des boutons, d3S le 3ème jour de culture, ainsi que
le montre le grauhique XV et les photograuhies 3 à 6 de la Planche XII. Les accroissements
étaient significativement différents dès la concentration 10-7 (Gra~hique XV). Si l'on con-
sidère l'augmentation de longueur obtenue avec la concentration 10-'( par rapport au témoin,
on peut penser qu'une concentration plus faible encore (10-8) aurait stimulé la croissance
de faç~n significative.
La concentration 10-5 était aberrante dans la présente experlence, mais restait
significativement différente des Témoins. Si l'on en fait abstraction, on voit que l'allon-
gement des pédoncules a été proportionnel à la teneur du milieu en acide gibbérellique. Dans
une autre expérience (Planche XII, fig. 3, 4 et 5), les boutons cultivés en présence de
10-5 de gibbérelline ~nt d'ailleurs eu un allongement important 37,3 ~, soit de 373 ~ et
pour 12 concentration 10-4, le pédoncule de certains boutons avait atteint 4 à 5 fois la
longueur initiale.
J'ai constaté enfin, comme sur les plantes entières, un jaunissement du pédoncule
sous l'influence de l'acide gibbérellique. C'est un caractère généralement attaché à l'action
de cette hormone sur les végétaux supérieurs (156, 141, 150, 153).
L'augmentatioq du diamètre des boutons a été inférieur aux Témoins pour les con-
centrations 10-7 et 10-b; elle fut plus importante mais non significativement différente
pour la concentration 10-4 par rapport aux Témoins (Graphique XV).
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2. Formation du cal et rhizogénèse.
La formation du cal et des racines était diminuée de 45 à 60 lS à la concentration
10-6 par rapport aux témoins. A 10-5 et 10-+, quelques boutons ont présenté un léger renfle-
ment blanchâtre et à peine visible à l'extrémit8 et très rarement des racines.
r
Cependant, en fin de croissance, à la concentration 10-°, quelques boutons étant
~orts sans s'épanouir, l'extrémité du pédoncule lé~èrement renflée et encore vivante a brus-
quement augmenté de diamètre; la tunlorisation intensifiée s'est traduite par un foisonnement
de cellules blanchâtres (Planche XII, fig. 6).
3. Floraison.
L'évanouissement des boutons n'Ast pas sensiblement infl~encé par l'acide gibbé-
rellique. Le début de l'écartement dcos bractées pour les deux plus fortes concentrations
a été légèrement retardé (lOpme jour au lieu des 7ème et 8sme jours) par rapport aux 'l\~­
moins, mais l'épanouissement des fleurons li(~lés a été légèrement stimulé ensuite.
Le nombre des fleurons li~~lés épanouis au 17ème jour a été ident~que et non si-
gnificativement différent entre le traitement 10-7 et les temoins. Avec 10- et 10-5, il Y
a eu une stimulation de la floraison et de nombreux fleurons ont pu s'épanouir.
En rés u m é L'acide ~ibbérellique stimule la croissance des pédoncules
jusqu'à 300 à 400 1:; de la longueur initiale. Il empêche la -prolifération cellulaire du cal
et lel rhizogénèse dès la concentration 10-6 • Il favorise la. floraison et stimule lé's-èrement
la croissance des fleurons, bien qu'il n'agit pas sensiblement sur le diamètre du bouton
avant l'épanouissement.
Enfin, je n'ai pas observé de réversion florale sous l'influence de l'acide sib-
bérelli~ue tout au moins chez les boutons munis de leur pédoncule, comme BRULFiRT chez le
mouron (71, 267), ni de modification dans l'expression des sexes comme ATAL (262) chez le
Chanvre, ou SAlTO et ITO (434) chez le Concombre. Sur les boutons sans pédoncule, il y a eu
quelques réversions, mais je ne peux pas avancer que l'acide gibbérellique ait eu dans ce
cas une action spécifique. D'autres expériences seraient nécessaires.
L'acide gibbérellique agit donc sur la croissance des pédoncules plus qu'aucune
autre hormone. Il'diminue très légèreme~t la tuméfaction et semble inhiber la rhizogénèse.
Enfin, il stimule légèrement la flnraison.
V. ACIDE $~-5 TRIIOOOBENZOIQUE (A'I'IB).
Cet inhibiteur de croissance présente les propriétés d'une antiauxine. Il est in-
téressant par le fait qu'il peut déclencher la mise à fleur chez certaines plantes (expé-
riences ZI~i~RMAN et HITCHCOOK, 423, sur de jeunes plantes de tomate, conc. 1,25 à 5 mg par
plante. En ce qui concerne la floraison Itin vitro lt , nous avons vu que les avis sont parta-
gés, sur des racines d'endive, elle la stimule pour tUUlGARA, RAlJCILLAC et BECK (110); elle
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J'ai utilisé une gamme assez étendue de concentrations, afig de cou~rir toutes les
possibilités de réactions des boutons de chrysanthème: 10-6, 2,5 10- , 5.10- , 10-5,
1,25 10-5, 2,5 10-5, 5.10-5, 7,5 10-5, 10-4, 1,25 10-4 et 2.10-4 (soit 0,001 à 0,2 %0). Aux
concentrations les plus fortes, 1,5 10-4 et 2.10-4, presque tous les boutons ont bruni et
sont morts. Il s'aKit probablement de la limite de toxicité de cette substance pour les
boutons de chrysanthème.
Résultats.
1. Croissance.
La croissance du pédoncule des boutons était inversement proportionnelle à la con-
centration, ainsi que le montre le graphique XVI, et il sIest produit chez de nombreux bou-
tons une arcure du pédoncule indiquant une perturbation dans la distribution des auxines
(Planche V, fig. 17, 18 et 19). Par contre, et bien que les différences entre les traite-
ments ne soient pas siKUificatives, le diamètre de nombreux boutons a augmenté de façon ap-
préciable pour les concentrations 1,25 10-5 à 1,25 10-4. Avec 1,25 10-4 en particulier qui
se trouvait à la limite de la toxicité, le diamètre du capitule augmentait de 46,3 %par rap-
port au témoin (Planche V, fig. 22). Mais le coefficient de variation était important et la
différence apportée par ce traitement peu significative.
2. Formation du cal et rhizogénèse.
Nous avons vu que les boutons floraux sur le milieu de base sans auxine présentent
un cal à l'extrémité de leur pédoncule, précédant l'émission de racines. Avec l'ATIB, j'ai
observé la disparition de cette prolifération cellulaire à partir de la concentration 5.10-5
et de la rhizoKénèse à partir de la concentration 2,5 10-6 •
3. Floraison.
La floraison en présence d'ArIB a pris un aspect tout à fait particulier. J'ai dé-
jà décrit la floraison des boutons lIin vitro ll sur le milieu de base (Témoins). En présence
d';œIB, l'écartement des bractées du capitule vers le 7ème jour était suivi comme chez les
Témoins, du dégaKement des fleurons ligulés entre le 10ème et le llème jour. Ces fleurons
se redressaient vers les 14ème et 17ème jours, mais restaient d'autant plus courts que la
concentration enArIB augmentait, de sorte que lIon pouvait apercevoir les fleurons herma-
phrodites du centre du capitule. Le même processus a été observé jusqu'à la concentration
5.10-5 (Plariche V, fig. 17 à 20). Au dessous de cette dose, l'inhibition de la croissance
de la corolle des fleurons ligulés mise à part, la floraison semblait donc s'être déroulée
de façon identique à celle des témoins.
A la concentration 7,5 10-5 (Planche V, fig. 21) et au-delà, l'écartement des brac
tées et le dégagement des fleurons ligulés ont été retardés de deux à trois jours. La co-
rolle ligulée des fleurons femelles ne s'est pas ensuite développée, de sorte que le capi-
tule ne semblait formé que de fleurs hermaphrodites.
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Cependant, llATIB a stimulé la floraison des fleurons hermaphrodites situés le
plus à la périphérie du réceptacle, c'est-à-dire le plus près des fleurs ligulées. r~lheu­
rGusement, cette stimulation n'a pas été régulière et proportionnelle à la concentration.
A la concentration 1,25 10-4 , 39 %des boutons sont morts. t~is ceux qui ont sub-
sisté (Planche V, fig. 22) ont évolué de la même manière que ceux de la concentration
7,5 10-5 et de plus, ont augmenté de diamètre (46,3 %par rapport au Témoin), mais il y
avait de grandes variations et cette différence était statistiquement peu significative.
Ceci sans doute parce que la limite de toxicité du TIB était proche (1,5 10-4).
En r G s u m é LI ATIB inhibe les phénomènes qui set',,:)- ,t le plus liés à u,YJ.e
influence auxlnlque comme la croissance du pédoncule, la formation du cal et la rhizogénèse.
Il retarde légèrement, sans l'empêcher, l'éclosion des boutons. A partir d'une certaine con-
centration (7,5 10-5) il inhibe l'épanouissement et le développement des fleurons femelles
ligulés et provoque une augmentation du diamètre du capitule et le développement des fleu-
rons hermaphrodites de la périphérie du réceptacle.
VI. KHJETINE OU 6-FURFURYL-AlHNO-PURlNE (X).
Cette substance excitoformatrice a la propriété de stimuler la division cellu-
laire dans le parenchyOe interne (moelle) des tiges de tabac (SKOOG et Coll. 450, 451, 452).
Il est possible que des Kinétines naturelles ou phytokinines interviennent aussi dans la
formation du capitule. ~n effet, il se produit à ce moment là une intensification des divi-
sions cellulaires et une augmentation importante du parenchyme interne qui occupe la majeure
partie du volume au sein du réceptacle (fig. 2, Planche VIII). De même, la faculté de forma-
tion du cal à l'extrémité du pédoncule chez les boutons témoins, cal dont la forme n'est pas
sans rappeler souvent celle du bouton situé à l'autre extrémité, indique sans doute que le
ca-'itule en voie de développement renferme ou peut biosynthétiser une quantité importante
d'auxine, mais aussi peut-être de phytokinines. Dans le but de déterminer les principaux
effets d'une élévation du taux de kinétine, j'ai cultivé des boutons floraux sur le m~lieu
de base seul (Té~oin) ou additionné de kinétine, selon différentes concentrations 10-
(0,0001 %0)' 10- (0,001 ~,oo, 10-5 (0,01 ~oo) et 10-4 (0,1 %0).
L'expérience a été effectuée à l'aide de boutons avec leur pédoncule et avec des
boutons sans pédoncule.
Résultats.
1. Croissance.
La kinétine a stimulé la croissance des pédoncules aux concentrations 10-7 et 10-6
(Graphique XVII) de façon significative par rapport aux Témoins. Par contre, les concentra-
tions 10-5 et 10-4 étaient nettement inhibitrices et provoquaient l'apparition d'une pigmen-
tation rouge sur la partie du pédoncule immergée dans le milieu.
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Le diamètre des boutons (Graphique .xVIII) c,ütivés sur le milieu 10-4 , n'a pas
augmenté significativement par rapport aux Timoins, mais il y Cl eu une légère stimulation
avec les trois autres concentrations.
2. Formation du cal et rhizogénèse.
A la concentration 10-7 , la prolifération cellulaire de l'extrémité du pédoncule
a été sensiblement égale à celle des Témoins; 83 %des boutons avaient un cal le 20ème jour.
/:Slle n'a début6 que le 30ème jour pour la concentration 10-0 où il n'y a eu en définitive
que 30 %des boutons qui ont formé un cal. Bnfin aux concentrations 10-5 et 10-4, il n'y a
pas eu de cal. A la limite de l' inhibiticm (10-6~, les cals n'étaient pas aussi réguliers qw::
chez les Témoins et présentaient des excroissances et un très faible développement.
Chez les boutons sans pédoncule (Planche XII, fig. 2), la suppression de ce der-
nier n'a pas été complète et les quelques dixièmes de millimètres restants se sQnt allongés
et ont dgnné des racines chez les 'Témoins (à gauche) et une énorme twneur dans la concentra.-
tion 10- (à droite). Cette partie jeune du pédoncule a donc des propriétés histo~ènes par-
ticulièrement importantes.
La rhizoR;énèse en présence de kin2tine a été inhibée dans la même proportion que
la turnorisation, c'est-à-dire dès la concentration 10-6 •
3. Floraison.
( -7 -6) ,Avec les doses les plus faibles 10 et 10 ,le deroulement de la floraison
s'est effectué de façon identique aux témoins. Le nombre de fleurons ligulés normaux épa-
nouis a été augmenté lé~èrement par la kinétine. Ainsi, au 20ème jour, il y a vait en
moyenne 65 fleurons épanouis par bouton chez les témoins et 18 chez ceux de la concentra-
tion 10- • r1ais la kinétine a augmenté surtout la proportion d~ fleurons anormaux à pétales
arqués, contournés et courts, à partir de la concentration 10-0 et à 10-5 et 10-4, la flo-
raison était tout à fait anormale. A la concentration 10-5 , certains boutons ont co~~encé à
s'épanouir tôt, mais leurs fleurons sont restés de taille réduite et en général la plupart
ont eu de grandes difficultés à se dégager des bractées; leur développement a été très lent.
A la concentration 10-4 , 4 boutons sur 12 ont réussi à développer quelques fleurons
ligulés; ~es derniers présentaient une corolle courte vert jaunâtre. En général, les fleurons
femelles sont restés à l'état juvénile dans le bouton, de sorte que lorsque, tardivement,
les bractées réussissaient à s'écarter on pouvait apercevoir les fleurons hermaphrodites et
les primordia floraux au centre du capitule. Les fleurs hermaphrodites les plus extérieures
sur le réceptacle se s~nt alors développées et leur style dépassait largement le niveau de
l'extrémité des bractées. Il semble que ce développement tardif ait été stimulé par la kiné-
tine, mais ce qui est possible aussi, par l'absence de développement des fleurons ligulés.
On sait en effet, depuis les expériences de TEPFEH et ses colla.borateurs (160, 161, 162)
sur les fleurs d' Aquilegia et celles de ZANONI (172) sur le capitule des (ompC'sées, qu'il
existe au sein des fleurs des corrélations de croissance; la suppression d'un organe peut
stimuler le développement d'un autre.
Cette stimulation a été encore plus nette chez les boutons qui refusaient encore
de s'épanouir après 23 jours de culture "in vitro", dans ce cas, les fleurons hermaphrodites
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en s'allongeant ont réussi à forcer un passa~e au sommet du bouton, au centre des bractGes
et à dégager leur style.
Enfin, sur le cal des boutons cultivés sur le milieu 10-7 (expérience du 20 jan-
vier 1961), il est apparu de)etits bouriSeons florifères après 100 et 114 jours de culture.
La photographie 4 de la Planche XIV montre un bouton observé le 14 mai et qui présente une
réversion florale (sortant du champ) due vraisemblablement à l'appauvrissement du milieu en
sucre, et sur le cal du pédoncule deux amas de bourgeons floraux né.formés et qui rappellent
ceux obtenus par CHOUi·J3.D et AGHION (75) sur des fragments de hampe florale de Taba~ 'Jisconsil
38.
En rés u m é La kinétine utilisée seule se comporte comme un stimulant peu
éner8ique de la croissance du pédoncule et du diamètre du bouton awc faibles concentr."ltions(lo-r et 10-6). Elle devient inhibitrice de la croissance et de la floraison des fleurons
lip,ulés L:nelles pour les concentrations 10-5 2t 10-4 , mais l' inhibi tion du développement
des fleurons femelles a souvent pour conséquence url d0veloppement plus important des fleu-
rons hermaphrodites les T)lus extérieurs sur le récaptacle.
Enfin, la kinétine à la plus faible concentration utilisée, a provoqué chez llil
tiers environ des boutons, la néoformation de fleurs sur le cal du pédoncule.
VII. KIl'JETHm ET ACIDE/"UfDOLYL-AC;':;TNUE (K - AIA).
On sait que les effets de la kinétine sont en général exaltés par la présence
d'auxine (PATilU, DA3 et SKOOG, 447 - PIL8T, 448, 449). Que se passera-t-il si nous augmen-
tons à la fois la lJrO·'ortion de kinétine et d'auxine? J'éli retenu ainsi, à titre de Témoin,
la concentration en kinétine 10-6, concentration mO:Tenne qui n'est pas encore trop inhibi-
trice de l'élonp,'ation du pédoncule et qui n'agit pas sensiblement sur le déroulement de la
floraison, et j'ai ajouté oour ~es divers "traitements" de l'expérience, de l'auxine à des
doses allant de 10-8 , 10-7 , 10- et 10-5 (soit 0,00001 à 0,01 5So ).
Résultats.
1. Croissance.
La présence d'auxine a exalté la pigmentation rouge des pédoncules qui avait été
constatée avec la kinétine seule. Dans l'ex érience précédente, la kinétine ne provoquait
cette pigmentation que pour les fortes concentration 10-5 et 10-4 • Ici, la pigmentation est
apparue dès le 6ème jour pour 10-6 de kinétine additionnée de 10-8 à 10-5 d'ArA.
L'effet inhibiteur de la kinétine sur l'allongement du p6doncule a été également
renforcé par la présence de l'ArA (Graphique XIX) même à la plus faible concentration (10-8 ),
les différences constatées étaient hautement significatives.
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De même (Graphi~ue XX), il Y R eu une légère inhibition de l'augme~ation du dia-
mètre du bouton par rapport au témoin pour les combinaisons (K 10-6 + AIA 10 et AIA 10-7 ).
Par contre, un résultat intéressant est la s~imulation de l'accroissement du diamètre des
.~pitules ~vec les mélanges K 10-6 + AIA 10- et 10-5 •
2. Formation du cal et rhizogénèse.
La prolifération cellulaire a été retar~ée d'une diz~ine de jours pour tous ~es
traitements par rapport aux témoins (kinétine 10-0 ) pour les combinaisons kinétine 10- et
AIA 10-8 à 10-6 • }fuis les cals ont eu ensuite un développement deux fois plus important que
chez les témoins avec kinétine seule.
La rhizogénèse n'a pas été améliorée par la présence d'AIAj au 24ème jour, il n'y
avait pas de racines ni chez le témoin (kinétine seule), ni chez les mélanges kinétine +
AIA.
3. Floraison.
La floraison a été stimulée par la nresence d'AIA jusqu'à la concentration 10-6•
Avec 10-8 et 10-7 d'AIA, les pétales (fleurons femelles) étaient plus longs et plus larges
que ceux des boutons avec kinétine seule (Planche VI, fig. 2, 3 et 4). En présence du mélange
kinétine + AIA 10-6, la plupart des fleurons femelles ont eu un développement anormal (ar-
cure de la corolle) (Planche VI, fig. 5).
Les boutons ont écarté leurs bractées en même temps ~ue les boutons avec kinétine
seule, mais les fleurons ligulés ne se sont pas développés, de sorte ~ue tout le coeur du
réceptacle ainsi dégagé était visible (*). Ces boutons ont eu au maximum 4 fleurons femelles
qui ont manifesté un lé~r développement, mais la croissance de la partie ligulée a été arrê-
tée au 13ème jour et les pétales sont ainsi restés courts et filiformes. L'augmentation du
diamètre du bouton était la conséquence d'une augmentation du plateau du réce~tacle et le
nombre des fleurons femelles et hermaphrodites nIa pas été augmenté de façon significative
par la présence d'AIA. La ~hotographie 7, Planche XII, représente un bouton sans pédoncule
du traitement kinétine 10-b + AIA 10-5 au début de l'expérience à gauche, et en fin d'expé-
rience à droite (95 jours), on remarque l'augmentation très nette du diamètre du réceptacle
et l'inhibition des fleurons femelles. Sur la photographie 8, le bouton du mélange Kinétine
+ AIA de la photosrap'lie précédente, vu par en dessus a été agrandi deux fois et compar,lti-
vement à gauche est présenté dans la même position un bouton débarrassé de ses bractées au
moment du prélèvement. On remarque l'augmentation spectaculaire du diamètre du réceptacle,
quelques fleurons hermaphrodites ext8rieurs ont développé leur corolle, mais au centre les
primordia floraux (zone -QU peu plus claire) sont toujours à l'état de petits mamelons arron-
dis bien qu'en évolution lente.
-8 -6 ,Quelques boutons cultivés en présence de kinétine et d'AIA de 10 à 10 ont prü-
senté au bout de trois mois de culture des "réversions florales" que l'on peut qualifier nen
de réversion, mais de surfloraison (Planche XIV). En effet, un à deux fleurons épanouis ont
développé à partir de leur ovaire une pousse qui, après avoir porté ~uelques bractées puis
(*) Ce phénomène a déjà été observé avec des concentrations égales ou supérieures à 7,5 10-5
de ATIB et 10-5 de kinétine.
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quelques feuilles dentées ont reformé un nouveau capitule (K -',- AIA 10-7 ). Ra Jpelons que ce
phénomène a été déjà 0bservé au cours des expériences sur le saccharose. Des "réversions
végétatives" s'étaient f"rmées sur des boutons laissés plusieurs moir) sur ~e même milieu.
Le fructose pou.r plusieurs concentr_ltions a ég,s.lement donné des réversions identiqu0s, mais
dans ce cas, il s'agissait de véritables "réversions", les rameaux demeurant à l'état vé'~é­
tatif.
~n rés u fi é L'addition d'AIA à ~~ milieu renfermant de la kinétine exalte
l'effet inhibiteur de cette dernière sur la croissance et sur la prolif~ration du c~l des
pédoncules. La rhiz0génèse n'est p~s a:néliorée 8ensiblement. La floraison est stinlulée jus-
qu'à la concentration 10-6 et surtout avec 10-8 et 10-7 j'AIA. Le développement des fleurons
ligulés est inhibé pour des concentrations supérieures à 10-6, tandis que celui des fleurons
hermaphrodites n'a pas été sensiJ1ement amélioré. Le diam::tre du réceptacle a été augmenté
avec 10-5 d'AIA. Je n'ai observé la néoformation de fleurs que sur le cal d'un seul bouton
K + AIA 10-8, mais il s'est produit-$uelques réversions des fleurons liKUlés des boutons
cultivés sur les milieux K + AIA 10 et K + AIA 10-7.
VIII. ACIDE Gr BBERELLIQUB ET KTNETINE (GA-K).
Puisqu'il y a un effet de syner~isme entre la kinétine et l'AIA selon la concen-
tration en auxine utilisée, il m'a semblé intéressant de voir aussi quel serait le compor-
tement de boutons floraux cultivés en présence d'un mélange d'acide gibbérellique et de ki-
nétine. VA;:3IL (435, 436) a pu obtenir avec ces deux substances un dévelo,)pement des éta-
mines excisées dl Allium cepa L., de manière tout h fait identique à celui des étamines res-
tées sur la plante. J'ai pris comme témoin le ~ilieu de base habituel additionné de gibbé-
relline à la concentration 10-6 (0,0017~o)' cOllcentration moyenne qui a donné un allonge-
ment appréciable des pédoncules dans l'expérience sur la Ribbérelline seule. Quatre traite-
ments comportaient ce milieu de gase auquel j'ai ajout9 q~atre concentrations différentes
de kinétine 10-7 (O,OOOl/uo),lO- (0,001 i;,o) , 10-5 (0,01 ioo) et 10-4 (0,1 i;(,).
Résultats.
1. Croissance.
La ~igmentation rouge des pédoncules provoquée par la kinétine seule était vi-
sible ici à S0n maximum d'intensité pour la concentration la plus forte en kinétine (10-4).
Avec 10-6 et 10-5 de kinétine, il n'y avait que de petites taches disséminées sur toute la
longueur du pédoncule.
L'allengement du pédoncule (Graohique XXI) a été spectaculaire (5 fois la longueur
initiale au 24ème jour) pour les témoins gibbérelline seule et la gibbérelline + killétine
10-7 , mais pour des concentrationsnlus importantes de kinétine, il y avait une inhibiti('E
hautement significative (Graphique YJCI et Planche ]CIII, fig. l, 2 et 3). La kinétine a sji-
mulé légèrement l'augmentation du diamètre des boutons pO'J.r les cOicentrations 10-7 , 10-0
et 10-5 (Gra~hique XXI), mais les résultats n'étaient pas significatifs par rapport aux Té-
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moins avec gibbérelline seule (10-6).
2. Formation du cal et rhizogénèse.
Les pédoncules de 25 à 37 ::; des boutcms ont présenté de rares et faibles tuméfac-
tions à leur extrémit0 lorsqu'ils étaient cultivés sur le milieu Témoin avec gibbérelline
seule (10-6 ) mais avec les milieux gibbérelline + kinétine 10-7 à 10-6 , l'au':;uentation du
diamètre de l'extrémité des pédoncules a été w~éliorée et rapoelait parfois celle obtenue
avec les mélanges kinétine + AIA (PlaIlche XIII, fig. l, 2 et .+). Dans les mélanp,-es e;ibbé-
relline 10-6 + kinétine 10-5 ou lO-'~, la formation du cal a été inhibée complètement, ainsi
que 1& rhizogénèse (Planche XIII, fig. 3 et 4). La prolifération cellulaire a début2 sensi-
blement en m~me temps que la sortie des premiers fleurons ligulés au 10ème jour (31 à 66 5~
des boutons).
La rhizcgénèse a été très tardive et faible chez IG3 boutcns cultivés en présence
de gibbérelline seule ou en mélange aV0C l~ kinétine, ceci est conforme égalelnent avec ce
que nous avions constaté dans les expériences précl~dentes sur les effets de ces deux subs-
tances.
3. Floraison.
La gibbérelline seule à 10-6 ~ amélioré sensiblement la floraison p~r rapport à
celle de ·boutons cul tivGS sur un milieu de base sans subscance de croissance, comme dans
l'expérience précédente consacrée aux effets de la gibbérelline (Planche XIII, fig. 4 T).
La combinaison acide gibbérellique 10-6 et kinétine 10-7 n'a rien apporté, si ce
n'est une très légère stimulation de l'évolution des fleurons lip,ulés qui se sont épanouis
un peucplus rapidement1 L'écar~ement des bractées a commencé plus t~t pour les comoinaisonsGa 10-0 + kinétine 10- et 10- • Dans ces traitements, le 5ème jour, il Y avait déjà 33 )èJ
des bou.tons chez lesquels la floraison était déclenchée et le lO>me jour, 83 à 95 %avaient
des bractées écarté~8 en partie ou en totalité et leurs premiers fleurons ligulés épanouis.
C'est la combinaison GA 10-6 + kinétine 10-6 qui a été la meilleure, les boutons
se sont épanoùis dans leur presque totalité. Les fleurons ligulés développés étaient ulùs
nombreux que dans aucune expérience décrite précédewüent puisque certaines fleurs en avaient
jusqu'à cinquante trois et de mgme, la majeure partie des fleurons hermaphrodites ont eu W1
bon développement qui les a conduits jusqu'à l'anthèse. Cependant, le nombre total de fleu-
rons du capitule n'a pas été augmenté de façon significative. Il manquait donc encore dans
le milieu des éléments indispensables à cette organogénèse.
c
ms la concentration 10-0 (Planche XIII, fig. 4), il Y avait cependant une lé,,;ère
inhibition du pédoncule, ainsi que nous l'avons vu précédemment. Cette inhibition était de
plus en plus accentuée au ~ur et à mesure gue la proportion de kinétine était augmentée et
pour la combinaison GA 10- + kinétine 10-J, il Y a eu également une inhibition de la flo-
raison et en particulier de l'épanouissement des fleurons ligulés. Il existe donc vraisem-
blablement un antagonisme entre la gibbérelline et les kinétines dans les processus de la
floraison.
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La photographie 4 de la Planche XIII a été prise en fin d'expérience (2 mois après
la mise en culture). On peut remarquer l'effet antagoniste de la kinétine sur l'allongement
des pédoncules provoqué par la "~ibbérclline et l'inhibition de la floraison avec le mélan~~
~ibbérelline 10-6 + l~inét~ne 10-4 • Au COQ~S du 2ème mois de culture (40 jours), la florai-
son en présénce de GA 10-0 + kinétine 10-5 était également inhibée, ce que ne montre plus la
photographie prise trop tard, lorsque l'inhibition commençait à disparaître; cette floraison
tardive est probaole~ent due h Ql1 appauvrissement du milieu de culture en gibbérelline et en
kinétine.
Bn rés u m é L'addition de kinétine à Ql1 milieu renfermant de l'acide ~ibbé-
rellique empêche la stimulation de la croissance du pédoncule provoquée par ce dernier, ré-
tablit la prolifération cellulaire de l'extrémité du pédoncule (cal), mais non la rhizogénèse,
La floraison est P,randement améliorée: toas les fleurons en itat de se développer s'épa-
nouissent. Il y a ~ stade en deçà duquel cependant la poursuite de l!évolution n'a pu se
faire. Ce stade resterait à préciser par une étude cytohistologique. La combinaison qui fa-
vorise le plus la floraison est GA 10-6 + K 10-6. Avec 10-5 et plus de kinétine, on observe
non seulement une inhibition des pédoncules, mais aussi de la floraison.
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DIS C U S S ION
L'étude de la physiologie de la floraison à l'aide de la culture "in vitro" de
tissus et d'organes se propose d'éliminer le plus possible de facteurs incontrôlables qui
affectent les plant2s entières.
Nous avons vu dans l'historique que plusieurs auteurs ont déjà utilisé cette tech-
nique soit en provoquant la mise à fleur d'apex végétatifs (VJHITE, 169 - LOO, 103, 104 -
BALDEV, 65 - TCHAILAKIJi.N et BUTBmCO, 158 - RAGHAVA.N et JACOBS, 138, etc) ou la néoformati:Jn
de fleurs à partir de tissus inflor8scentiels ou véc;étatifs à "propension florale" (SKOOG
et TSUI, 156 - PEREIRA, 141 - CHOUARD et AGRION, 75 - PAULB'r et IUTSCH, 130, 131 - NITSCH
et NI'.l'3CH, 117, etc), soit en suivant le dé'.-c.lopryement de fleurs isolées ou d'inflores-
cences (PURI, 134 - RABECHAULT, 135, 136 - GÀLm~ et coll., 84, 85 - TEPF~R et coll. 160,
161, 162). Mais rien ne permet d'espérer que ces travaux permettront une meilleure connais-
sance des processus physiologiques de la floraison à cause de l'extrême h~téro~én8ité du ma-
tériel géneralement utilisé.
En ce qui concerne les apex par exemple: seule l'étude cytologique permet de con-
naïtre leur état de développement et encore les spécialistes arrivent à s'y tromper. C'es~
ainsi que POPHMl et CHAN (369) ont donné une mauvaise interprébtion selon LA1~CE-NOUG.&fum
(358, 364) de la structure des apex de chrysanthème, parce que leurs plantes étaient placées
en jours longs DOur empêcher leur floraison et que déjà le méristème apical avait acqlüs à
leur insu une forme et une consti tutiltll préinflorescentielles. Le stade de développement, la
vigueur peuvent influencer la réponse des apex, cardctères qui dépendent du génotype (plantes
issues de graines), de l'état nutritionnel, des variations des facteurs éCttphysiologiques su-
bies penda;1t le développement de la plante, etc. Les mêmes causes de variations, auxquelles
il faut aj cuter l' exis tence d'un gradient de la proYJrié té de néoformation des fleurs, affec-
tent les tissus végétatifs à "potentialité fh.rale".
Au contraire, le stade floral est lui plus nettement défini et facilement contrâ-
lable parce que l'on possède des critères bien précis appréciables même par Ul1 simple exa-
men morphol.~ique, cemme la différenciation des pièces florales et en particulier des or-
ganes sexuels. Bien sûr, il existe chez les fleurs des causes d'hétéregénéïté similaires à
celles des apex et des tissus (hétéro~énélt8 ~énctYrique, position de la fleur, etc), mais
elles peuvent être presque complètement éliminées dans le cas d'Ul1e plante à multiplication
végétative et à l'aide de traitements de mise à fleur toujours identiques amenant la produc-
tion de fleurs standards prslevées toujours sur la même partie de la plante. Le chrysanthème,
sur lequel nous possédons déjà de nombreuses informations quant à la physiologie de l~ flo-
raison, présente toutes les qualités requises pour servir à UIle étude de la floraison "in
vitr." à l'aide de boutons floraux. Il est brm de rappeler ici le principe de la méthode
proposée : il s' [li:;i t de restituer au bouton isolé et cultivé "in vitro", tous les 61éments
qui lui sont habituellement fournis par la plante, afin qu'il puisse poursuivre Ul1 dévelop-
pement normal.
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Ce projet nécessitait de s'assurer à lA. fois d'un matériel végétal stable, homo--
gène, dont les qualités, les défauts et les exigences soient Darfaitement connus et la mise
au -point d'une technique de culture "in vitro" spécialement adaptée.
a. Préparation du matériel végttal.
Le premier ob~ectif était de standardiser le matériel végétal de manlere à obte-
nir des réponses toujours identiques avec un même milieu de culture. Pour cela, ";;;lusieurs
années d'expériences ont été nécesse~es pour choisir une variété stable, présent~t les qua-
lités requises et pour définir le plus parfaitement possible les réactions écophysiologiques
de celles-ci en vue de la mise au point d'une méthode de production de boutons floraux stan-
dards. Or, nous avons vu que plus une plante présente de "barrières" physiologiques à la
mise à fleur (besoin de vernalisation, de jours 10ngs avant les jours courts, etc.), plus
les fleurs cbtenues ris~uent d'être hétérogènes quant à leur forme, à leur structure, à
leur composition, à leur vitesse de développement, etc. La variété Souvenir de GEORGES
PECHOU présente de nombreuses qualités à ce point de vue, sur toutes les autres variétés
étudiées :
1. Elle peut être maintenue indéfiniment à l'état végétatif par ~~ bouturage en
jours longs et il a été vérifié, grâce à un examen cytohistologique, que les apex conser-
vaient une structure végétative caractéristiquè selon les descriptions qui on": été données
pour le Chrysanthemum segetum par UU~CE (358, 364), et non une forme et une structure pré-
florale, forme intermédiaire entre les apex végétatifs et les méristèmes floraux, comme celle
observée par POPHM~ et ClliûJ (369).
2. Elle a perdu son exi~ence de froid (vernalisation) grâce à une culture prolon-
gée au tiède 18-35° C en jours longs. ~1ais un abaissement de température au-dessous de 7° C
perturbe sa croissance. Il faut donc la cultiver toujours dans les limites de température
ci-dessus •
3. Elle est indifférente au phot0périodisme, fleurit en toutes photopériodes et
peut former également ses capitules à l'obsc1U'ité. Les jours longs ne font que retarder de
quelques mois la mise à fleur, mais ne l'inhibent pas lorsque les plantes ont atteint leur
maturité de floraison (25 à 30 cm et 15 à 20 feuilles). On peut la maintenir végétative à
l'aide de bouturages répétés en jours longs, de manière à ce que les tiges n'atteignent ja-
mais cette limite et conservent toujours une croissance ~ctive.
4. L'acide gibbérellique ne fait que provoquer un allongement de la tige princi-
pale. Il n'a aucune influence sur la floraison et peu sur l'allongement des pédoncules.
5. La méthode,mise au point d'après ces données,permet d'obtenir des plantes très
florifères qui peuvent être mises à fleur avec 15 à 22 jours courts (9 h) et qui donnent à
l'aisselle des trois dernières feuilles, trois boutons arrondis, à pédoncule simple, suscep-
tibles d'être prélevés et faciles à désinfecter. Il a été vérifié que la taille et l'état
dtévolution de ces trois boutons n'étaient pas significativement différents.
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L'ét~t d'évolution des bo~tons au moment du prélève~ent correspond à la différen-
ciation de l'ovaire chez les fleurons femelles les plus extérieurs. A ce stade, il existe
sur le réceptacle toutes les étapes Je la formation des fleurons car ceux du centre sont
encore à ll~tat de primordia.
Seule la variation de l'intensité et de la com0osition de la lumière pelldant les
mois d'hiver est susceptible de reta.rder la mise à fleur de 13. variété choisie. ilais on pe~t
y remédier par un éclairage d'appoint avec des lampes à vapeur d'iode.
Le deuxième problème à résoudre était la mise au point d'me méthode de culture
"in vitro" adaptée aux boutons floraux de chrysanthème, ce qui parclissai t d'autant plus
difficile au départ que les premiers essais de culture sur des milieux classiques pour les
tissus végétaux s'étaient traduits par des échecs (contaminati0n, brunissement et mort ra-
pide des boutons).
b. La mGthode de culture Hin vitro".
La pratique m'a montré que le succès de la méthode dépendait non seulement de la
composition du milieu nutritif, mais également de la tecwlique de prélèvement, de désinfec-
tion et d'ensemencement. Ainsi, au fur et à mesure des recherches, le matériel Cl. été rlid.- .>
difié et adapté à la culture des boutons fl~raux. Grâce à ce matériel nouveau, la propor~io!l
des c~ntaminations et brunissements est passée des 83/100 à 1/120 environ (soit moins de l %)
~~is la méthode aurait perdu de son intérêt si après avoir été ensemencés sur un
milieu nutritif, les bout.ns étaient restés pendant longtemps sans évoluer (cas du bouton de
la Planche VI, fig. 1). Il fallait que le milieu de culture de base puisse permettre non
seulement la survie mais l'expression des dernières "potentialités" inscrites dans le bouton
par la plante. (Allongement de pédoncule et poursuite du d6veloppement des fleurons les plus
différenciés au moment du prélèvement). (Voir ci-après valeur du test).
Les boutons de chrysanthème s'accommodent mal des milieux de culture pour tissus
végétatifs constitués de solutions minérales riches en azote, en calcium, parfois en chlo-
rure (Xnop, Nitsch N2 , Heller, v\~ite, etc.) et pauvres en sucre (20 à 30 %~ g/l de saccha-
rose). Je ne peux affirmer que le milieu de base mis au point et adopté ici soit parfait,
mais il donne des résultats conformes au but recherché (développement d'un maximwn de fleu-
rons différenciés s~ns addition de substances de croissance ou excitoformatrices. Deux
points particulierp ont été abordés ici, ils concernent les élém8nts macrot~~phiques du mi-
lieu de base : les éléments minéraux et les carbohydrates.
~léments minéraux.
Nous avons \~ dans la littérature que, au moment de la fl~rais0n, des quantités
importantes de compo$~s azotés migraient vers les fleurs (C011BES, 313, 314 - ·ULRICH, 315 -
I~GARA et RM~CILLAC, 112). C'était une première indication de l'utilité de l'azote en goné-
ral. Ce que nous savons d'après les travaux déjà nombreux sur la nutrition minérale du 8hry-
santhème, c'est que cette plante a besoin pour fleurir de quantités importantes, non seule-
ment d'azote minéral, mais aussi de potassium. Des analyses m'ont permis de reconnaître que
la variété ~.uvenir de GEORGb3 PECHOU ne constituait pas un cas particulier.
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La solution minérale F a été calculée en fonction des rapports observés entre les
ions et en particulier entre les différents cations. En ce qui concerne l'azote, une amélio-
ration pourra être apportée lorsque des recherches ultérieures permettront de définir les
proportions des diffirentes formes sous lesquelles il doit être fourni. Dans la formule F,
~'~z:~e,s: trou~e sous forme nitrique; une c~rtaine pr~porti:n d'~on NH4 aur~i: peut-être
ete ooneflque. MOREL (294) en effet, a montru que cet lon stlmulalt l'hlst~genese d'apex en
culture "in vitre", mais il est vrai que cette stimulation peut être prov0quée ici par le
potassium qui, selon cet auteur, a des propriétés identiqu63. D'autre part, il est cert~in
que la nutrition d'une plante entière et 8elle dlun bouton excisé sont différentes; ainsi,
ce dernier a sans doute surtout besoin d'azote sous une forme organique, c'est-à-dire sous
la forme de compos2s qui sont habituellement biosynthétisés par la plante. Des recherches
ultérieures permettront, sous ce rapport, de modifier la formule F en raison des substances
qui seront déterminées par l'analyse soit de la sève arrivant au bouton, soit du bouton lui-
même. L'addition de potassium en grande ~~antité a posé des problèmes qui ont été résolus
pour l'instant par l'addition d'une contrepartie d'ions S04- - pour des raisons qui ont été
expliquées préc:édemment. Le cl".rysanthème est très sensible à l'ion chlore, mais il l'est
peu à l'ion SO"- -; ce n'est peut-être pas l'idéal, il est possible qu'une certaine partie
puisse être aj6utée sous la forme d'un sel organique lorsque des analyses mlauront permis
de mieux connaître la proportion des acides organiques chez le Chrysanthème en fleurs.
~nfin, on ce qui concerne les oligo-éléments, j'ai tenu compte des indications pa-
rues dans la littérature. Le Fer, le Bore et le Cobalt sont ceux qui joueraient le plus
grand rôle dans la floraison des végétaux. Les proportions choisies sont en principe nette-
ment suffisantes pour les besoins du chrys&nthème, mais il est certain ici encore que des
analyses et des essais systématiques seront utiles ultérieurement pour déterminer les quan-
tités et les formes exactes sous lesquelles ces ions sont les plus efficaces.
Les sucres et autres substances.
Nous verrons plus loin, lorsque nous discuterons de l'effet des sucres, que de
grandes quantités sont nécessaires à la formation et au développement des fleurs. Des ana-
lyses ont permis de déterminer la présence de n0mbreux osides et polyosides dans le bout0n
de chrysanthème et en particulier de ~lucose, de fructose et de saccharose. Les expériences
sur les effets de ces sucres m'ont permis de déterminer que le saccharose était le mieux to-
léré par les boutons. Ainsi, c'est ce dernier que j'ai adopté ~our le milieu de base à rai-
son de 80 %0' proportion située légèrement au-dessous de l'optimum (100 à 120 %0)'
Ici encore, de nouvelles recherches permettront peut-être de d~terminer les effets
bénéfiques d'autres glucides ou polyosides et en particulier des pentoses dont il nia pas
été tenu compte.
~nfin, il faut considérer aussi les Qutres substances microtrophiques du milieui
il n'a été utilis8 que le pantoth2nate de calcium, la thiamine (vit. Bl ) et l'acide gluta-
mique. Plusieurs auteurs ont fait appel à d'autres vitamines, acides aminés ou substances
diverses (acide nicotinique, pyridoxine, méso-inositol, acide ascorbique, vitamine A, etc),
mais ce choix n'était guidé que sur l'intuition et non par des résultats expérimentaux. Le
milieu de base F renferme le minimlli~ indispensable afin qu'il soit possible d'apprécier plJS
facilement ensuite les effets de l' ldjonction d'autres sU:Jstances oligo-dynamiques (vita-
mines, acides aminés, substances stimulatrices ou excitoformatrices, acides nucléiques, etc).
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Le milieu idéal à la connaissance duquel cette contribution et des recherches ul-
térieures doivent me conduire sera certdinement tr0s complexe. Au fur et à mesure de l'ac-
quisition de nouveaux résultats, la formule de base F sera donc modifiée. Pour l'instant,
cette 0tude a permis déjà de miellX ~onnaître les effets des sucres (glucose, fructose et
sacchsrose et de substances hormonales stimulatrices ou inhibitrices de la croissance et
de la kinétine, substance excitcformatrice).
c. Effets des sucres.
Nous savions d8jà que des sucres mig:"ent vers les apex au moment de leur florai-
son (COIIM;:), 386 - ULRICH, 375 - PAULIN et ULRICrt, 132 - STEINBERG, 396) et que des quan-
tités très importantes sont nGcessaires pour que le développement des fleurs se déro.J.le en-
suite convenablement (LONA, 392). Ainsi, la chute des fleurs chez le Lupin, selon AARTS
(378) et le flétrissement des fleurs chez la 'l'ulipe selon BEJ~YNSKAYA (379), sont empêchés
par 60 à 80 ~o de saccharose.
Ces dernières années, plusieurs auteurs ont trouvé en outre que la néoformation
des fleurs, la fl()raisrm de plantules ou le développement des fleurs "in vitro" ne pouvaien1
avoir lieu aussi qu1en présence de beaucoup de sucre, et en particulier de saccharose à
60 à 120 mg/l (S'rEH!B8RG, 396 - RJ.B~CHAUL'.r, 135, 136 - CHOUARD et AGRION, 75 - PAULE'I', 129 -
HMlGA...f:lA et Ri\.NCILLAC, ln). Par contre, la floraison dl apex v'2gétatifs de Cuscute (LOO,
103, 104 - L.LDEV, 65), de Perilla (TCHAI1AXIN~ et EUT~I~O, 158 - RAGHAV.~~ et JACOBS, 138),
de plantules d'Arabidopsis Thaliana (LA.NGHIDGE, 95) et le développement "in vitro" de
fleurs diverses (LA RUB, 101 - NITSCH, 118, 119, 120 - TEPFER et Coll., 160, 151, 162 -
GALUN et coll. 84, 85) ont ~u être obtenus avec des concentrations que je qualifierai de
"vég{tatives" (20 à 50 m!.S/l).
Bn ce qui con8erne les boutons de chrysanthiome en culture "in vitrn", les rés'J.l-
tats de l'expérience sur la comparaison de l'efficacit0 de la solution F par rapport à la
solution de ICnop, avaient déjà permis de tirer des conclusions intéressantes sur les effets
du saccharosei les traitements de cette expérience combin&~t chacune des solutions à 30 ou
80 %0 de sucre. Pour les deux solutions, les faibles concentrations en saccharose ont per-
mis un allongement plus important des pédoncules, tandis que les solutions F 30 et 80 Fa
de sacchar~se provoquaient un plus !.Srand développement du cal ?t une floraison plus impor-
tante. Y-a-t-il un lien entre cette faculté de prolifération cellulaire et l'au~entation
du diamètre du capitule et la floraison? Toujours est-il que, même si la floraison n'ét2it
que partielle sur ces milieux, les fortes concentrations en sucre ont entraîné l'épanouisse-
ment du plus ~rand nombre de boutons (50 ~;':- pour le le 80 et 60 c;:~ pour le .Ji' 80). Par contre,
dans le milieu F 30, il est apparu W1 nombre très important de "réversions florales". Dans
ce cas, le milieu F riche en azote et en potassiunl a pu provoquer le développement des
fleurs ligulées extérieures les plus différenciées, mais la quantité de sucre : 30 /'ü'
était ensuite probablement insuffisante pour que leur évolution ait lieu dans le sens
"floral".
Ces résultats ont été c0nfirmés par les experlences réservées plus particulière-
ment aux effets des sucresî je les rappelle brièvement :
- Les échecs des essais préliminaires (brunissement et mort des boutons) étaient
düs surtout aux faioles concentrations en sucre utilisées. Seul le saccharose a pu empêcher
totalement ce bru.r1.issement qui '3.pparlL":;sai t pour des concentrations inf2rieures à 30 ;()o'
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- Des trois sucres étudiés, c'est le glucose qui est le plus mal supporté par les
boutons, le fructose donne des résultats presque identiques au saccharose, mais les deux
sucres réducteurs provoquent un verdissement des pétales et des "réversions végétatives".
Les doses optima ~our le glucose et le fructose, en ce qui concerne le développe-
ment du capitule et la floraison, sont inférieures (20 à 60 %0) à celles du saccharose (80
à 160 ~So maximum à 100 et 120 %0)' Les réversions florales en présence de saccharose sont
apparues d'autant plus vite que le milieu était plus pauvre en sucre et pour les milieux les
plus concentrés, les réversions ont eu lieu à la suite d'un alJ~auvrissement (vieillissement
des milieux). On peut donc considérer gue les basses concentrations en saccharose (20 à
30 %0) sont nécessaires au déveloDpement végétatif et entraînent un retour des fleurons vers
l'état végétatif, tandis gue les hautes concentrations sent utiles au développement floral.
~n fait, avec les plus faibles concentrations, le développement de quelques fleurons ligu-
lés (les plus différenciés au moment du prélèvement) est souvent suivi par la mort des fleu-
rons l~:~ centre du capitule. Avec le fructose, j 1 ai observé même une cicatrisation du centre
du réceptacle à la place occupée par les primordia disparus.
Comment agissent les sucres ?
On peut penser en premier lieu que, non seulement les sucres agissent comme source
de carbone et servent de substrat aux processus respiratoires qui, nous le savons, sont très
actifs chez les fleurs isolées, ou comme précurseurs pour la formation des matériaux néces-
saires à la différenciation des ébauches florales. ~~is, ce qui retient l'attention surtout,
ce sont les énormes quantités de sucre que peuvent sUJporter les boutons (le saccharose ne
devient iWlibiteur qu'à partir de 18000 ), L'optimum pour le saccharose égale cinq et six
fois les quantités utilisées Dour les cultures de tissus végétaux. Il est peu proba~qulune
telle quantité de sucre soit utilisée comme précurseur de métabolites, ou cemme SU,::,~ll~at
pour la respiration. Il est possible que les sucres agissent surtout sur les propri~t~s
physico-chimiques du milieu, soit en l~odifiant la pression osmotique ou, si on les consi-
dère comme des substances inertes, en diminuant proportionnellement la teneur en eau.
- Modification de la pression osmotique: une première indication concernant llef-
fet des sucres comme agents hypertonisants peut être reconnue dans le fait que les concen-
trations optima pour la floraison des boutons de chrysanth~me sont moitié plus faibles pour
le j~lucose et le fructose (P.M. 180, 16) que pour le saccharose (P.M. 34~ 3). Or, la pres-
sion osmotique étant inversement proportionnelle au poi1s moléculaire de la substance dis-
soute, nous voyons qu'il faut en effet une quantité moitié moins importante de glucose ou
de fructose que de saccharose pour obtenir une même pression osmotique.
En tenant compte de ce que les milieux sont constitués selon la méthode gravimé-
trique, le calcul de la pression osmotiqQe des milieux des exnériences sur les effets des
sucres (un kilogramme de chaque milieu a été volumétré) révèle que les pressions osmotiques
qui favorisent la floraison "in vitro" sont trois à six fois supérieures à celles qui pro-
voquent le meilleur déveloToement des tissus végétatifs. Ainsi, dans le milieu avec 20 ~à()
de saccharose, la pression osmotique serait de 2,59 atm. et nous avons avec 80 %0 =
6,48 atm., 120 %0 = 9,08, 160 ?~o = 1l,ô6 atm. et pour les concentrations inhibitrices de la
croissance, de la rhizogénèse et de la floraison, 180 %0 = 12,97 atm. et 200 %0 = 13,20 atm.
- Pourcentage de sucre et teneur en eau il y a un autre aspect qu'il est bon
de si~ler, mais cela ne s'applique qu'aux milieux avec le saccharose et à condition de le
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considérer comme une substance inerte par la seule propriétu qu'il a alors "dl occuper la
place d.e l'eau". Les auteurs (CHOUAED et AGRION, 75 - PAULET, 129 - iV'..ARGAllA et R.1U'JCILLAC,
112 - STEINBERG, 398) qui ont reconnu comme moi l'effet bénéfique de fortes concentrations
en saccharose n'ont pas envisagé cet aspect possible de l'action du sucre. WIGGAfTS et
GARD~ŒR (399) ont utilisé 3insi des solutions plus ou moins concentrées de sucre pour étu-
dier la gernïnation en fonction de la teneur en eau du milieu.
Nous pouvons facilement déterminer que la teneur en eau des milieux,utilisés pour
étudier l'effet du saccharose, diminue rapidement au fur et à mesure de l'au~entation de
la proportion du sucre (TABLEAU XXVI).
TABLEAU x X V l
TEN'.2;UR EN EAU ~N FONCTION DE LA TENEUR Dl~~) NILIEUX ~IJ SACCHfu'i.OS.8
Concentrations en saccharose
o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Eau % 98,9 92,9 90,9 88,9 86,9 84,9 82,9 80,9 78,9
Or, n'est-il pas étonnant de trouver dans les boutons floraux 84 à 85 /~ d'eau,
ce qui équivaut à un milieu avec 120 à 140 ~o de saccharose, concentrations qui donnent le
maximum de floraison en l'absence d'hormones?
Au cours de la vie du chrysanthème, il y a une diminution de la teneur en eau au
moment de la floraison. HAYER. et PLANrl'EFOL (39':"), puis PLAiJ'l'EFOL (395) "lnt trouvé qu'il
existait une relation entre les phases du développement des mousses et la teneur en eau.
Plus récemment, M. et R. BOUILLEN~Œ (380 à 384) et leurs élèves, BRONCHARD (385) et JAVAŒ(
(390) ont trouvé des relations similaires chez les plantes supérieures et notammerlt chez le
Navet, la Bryone, la Mercuriale pérenne, le Geophila renaris. Au moment de la floraison
chez ces plantes, il y a un appauvrissement en eau des parties végétatives et notamment des
tubercules.
Chez le Geophila renaris, un dessèchement du sol peut amener la floraison de 100 /J
des plantes. Aussi, lors dlune récente mise au point, BOUILL8NNL (380), u émis l'hypoth6se
de llexistence d'une hydrophase chez les végétaux, l'abaissement de la teneur en eau serait
lié aux rapports protéines-enzymes et à des modifications de métabolites divers, à une forte
consommation de glucides, et à une intensification des oxydations cellulaires. Signalons en
effet que les auteilrs précités ont déterminé qu'a.u cours de l'aopauvrissement en eau, il y
avait une augmentation de la respiration et des oxydations cellulaires qui arrivaient à dou-
bler ou tripler; l'eau agirait aussi comme facteur de dilution des métabolites et COIT~e mé-
tabolite partic~pant aux oxydations. On ne manquera pas de trouver ces faits évidents puis-
que les trois facteurs: %saccharose, ~ d'eau et pression osmotique sont liés; plus il y
a de saccharose et moins il y ad' eau, et plus la pression osmotique est forte. l\Tais cela
n'est vrai peut-être que pour les milieux nutritifs plus simples que les sucs cellulaires,
où les sucres n'interviennent pas seuls pour maintenir lapression osmotique.
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Cependant, on connaît plusieurs exemples d'une relation physiolo,a,ique entre le méta-
bolisme des sucres et la teneur en eau. Ainsi, BATON et tRGLE (389) ont nettement établi
que la déshydratation qui se produit au moment de la floraison chez le Cotonnier correspond
à une augmentation notqble des carbohydrates. On voit donc que dans ce cas, il n'y a pas UDO
relation de proportion, mais que la perte d'eau stimule la biosynthèse des sucres, ce qui a
sans doute pour effet l'établissement d'un certain rapport favorable au déroulement des pro-
cessus de la floraison (*).
En eat-il de Bême chez le cotonnier et chez le chrysanthème? On l'ignore.
Pour éVdluer le rôle exact de l'eau à l'échelle du bouton, il faudrait remplacer èille cer-
taine proportion de sucre par une substance inerte n'ayant pas d'action sur la pression os-
motique et de même, le rôle du sucre comme hypertonisant pourrait être étudié à l'aide de la
méthode bien connue de la substitution par un sucre inutilisable par les végétaux comme le
I/Ianni tol.
~nfin, on peut émettre l'hY00thèse que les sucres à fortes doses stimulent la flo-
raison parce C[cl' ils inhibent 1"1 croissance "végétative"; l'utilisation de Hannitol permet-
trait sans doute de le démontrer.
d. Sffets des stimulateurs de la croissance.
Les auxines : ArA, N~A, 2,4 D ont eu surtout un effet stimulant sur la proliféra-
tion cellulaire du cal à l'extrsmité du pédoncule et la rhizogénèse du pédoncule et même des
br8.ctées. Leur action 3u.r l'allongement dU,)édoncule a été faible si on la compare à celle
de la ~ibbérelline. Cependant, ce qui nous intéresse surtout est l'inhibition qu'elles exer-
cent sur la floraison, et notamment sur le développement des fleurons ligulés. Les auxines
ont rarement provoqué des r2versions florales, quelquefois avec l'AIA et le 2,4 D j'ai cons-
taté un développement important des ovaires chez les fleurons les plus différenci2s, ce qui
confirme les résultats obtenus par GALUN et ses collaborateurs sur les fleurs de concombre
(84, 85). Enfin, l'évolution des primordia floraux au centre du capitule a été arrêtée dès
les plus faibles concentrations (10-8 à 10-7). Ceci confirme les observatinns de RAG}illVill~
(123) sur les c::.pex de Perilla frutescens cultivés "in vitrn" selon lesquelles l'auxine est
un inhibiteur de la floraisnn chez cette plante et qui a~ir2it de façon spécifique mais non
parce qu'elle favorise la ~roissance végét"1tive.
Comme nous l'avons vu, les auteurs sont una~imes, à part quelques exceptions (com-
me dans le cas de l'ananas et le Streptocarpus) ,sur le fait que l'auxine favorise la c rois-
sance végétative (rhizogénèse, tumorisation) et inhibe la floraison chez les plantes en-
tières (Ji.UDUS, 401 - BOlJ1JER et rrt-JURLOW, ··.102 - BONN~R et BANDURSKI , 403 - HAî'lNER et NANDA,
408 - HESLOP-HAR1USON, 409) et chez les organes et les tissus cultivés "in vitrn" (AGHION-
PRAT, 62 - PAULET, 129 ). Plusieurs auteurs ont ra)porté aussi les effets bénéfiques de
(*) Je ne saurais dire cependant s'il s'agit du femeux raiJport clN auquel KLEBS (19) accor-
dai t un rôle ca::Jital dans le duclenchement de la floraison des végétaux supérieurs au
début de ce siscle et qui fut mis en vogue par la suite par KRAUSS et KRAYBrLL (22).
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llauxine sur le développement des ovaires isolés ou sur l'ovaire de fleurs cultivées "in
vitro" (ovaire de Linaria SACHA..R. et BALDEV, 113 - ovaire de tomate NITSCH, 118, 119 - ovaire
dans la fleur de concombre GAVm, JlŒG et LANG, 84, 85);j' ai observé le même phénomène avec
l'AlA et le 2,4 D chez les boutons de chrysanthème.
De nombreux auteurs (BRDUi, 264, 265, 266 - KATO, 279, 280, etc.) ont montré que
la gibbérelline avait des propriétés différentes des auxines, bien qu'elle stimule aussi
la croissance.
En ce qui concerne les boutons de chrysanthème, la gibbérelline, contrairement
aux auxines, a inhibé la prolifération cellulaire du cal et la rhizogénèse. D'autres au-
teurs et en particulier HENRICKSON (90) sur des cultures de tissus de Tournesol ont cons-
taté également que la gibborelline empêchait la tw~orisation. Comme les milieux ne renfer-
maient pas d'auxine dans ces expériences, je pense que l'origine de cet effet dépressif sur
la tumorisation est dû peut-être à la mobilisation de l'auxine endogène dans les processus
de stimulation dans lesquels la gibbérelline est engag~e, cette dernière ne pouvant agir
seule sur la croissance avec ~utant d'efficacit8.
A l'inverse des auxines aussi, la gibbérelline stimule la croissance du pédon-
cule de façon spectaculaire (300 à 500 ~c de leur longueur initiale). Cette stimulation était
proportionnelle à la concentration dans la gamme dss doses utilisées 10-8 à 10-3 ; la plus
forte concentration marquant un maximum d'~ctivité. Les auxineA ont eu une faible action sti-
mulante aux basses concentrations 10-8 à 10-7 et nous avons vu a~paraître un effet iru1ibi-
teur très important pour les concentrations supérieures. Totlt se passe QOur la gibbérelline
comme si le site principal d'action se trouvait être dans le pédoncule. Enfin, l'acide gib-
bérellique~imule légèrement la floraison (au~mentation de la longueur et du nombre de fleu-
rons ligulés épanouis).
Parmi les stimulateurs qui apparaissent au moment de la floraison chez le ch~J­
santhème, HARADA et NITSCH (276, 277) ont d~couvert une substance de montaison qui agit
sur l'élongation des tiges et provoque la floraison de variétés qui ont besoin de vernali-
sation. Grâce à des greffages, H.AR.A.DA (277) a montré que cette"substance ~" remplaçait le
traitement par le froid, se comportait Co~ne une gibbérellinej il pense qu'elle participe-
rait à la biosynthèse de l'horlllone hypothétique de la floraison (ou florigène). Dans le cas
des boutons floraux, la ~ibbérelline n'a pas, semble-t-il, été impliquée dans lli1 tel pro-
cessus, car il manq~ait peut-être l'élément complémentaire.
Lf~cide gibbérellique nIa pas prov0qué, dans les conditions expérimentales (en
prés8nr.e du milieu de base à 80 ?G() de s~cchar0se) de réversi'1l1s des fleu.rnns, tout au moins
de faç0n aussi spectaculaire que dens le cas de l' Ànagallis arvensis (3imLl~RT, 71) ou de
modification dans l'expression des sexes comme chez le Concombre (SAlTO et lTO, 434) ou chez
le Chanvre (ATIlL, 262). D'autres expériences seraient n8cessaires pour apporter des informa-
tions complémentaires sur ce point.
e. Effets de llAcide triiodobenzoïque.
L'e;'fet inhibite-u.r des auxines sur la floraison donnait à penser que les inhibi-
teurs de la biosynthèse ou du transport de llauxine stimuleraient la floraison. Parmi ces
inhibiteurs de l'auxine, le ATIB provoque bien la formation de fleurs chez de jeunes tomates
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(ZIIJ1l'ERHAJ.\f et HITCHCOCK, 423), m.ais c'est là;.lli fait presque iS0lé, et dans ce domnill8, il
est toujours difficile d'extrapoler. Comme toujours, on n'a pas manqué d'élaborer ~e théo-
rie basée sur cette id8e selon laquelle la floraison des plantes serait lue au rapport sti-
m.ulateur/inhibiteur (R~SSNDE, 35).
Nous avons vu ou'en ce qui concerne l' ATIB, son action nlest pas toujours très
nette et certains auteur~, avec le même matériel (par ex. : Néoformation des fleurs sur les
racines d'endives verns.lisées) or'.t I)bservé une actiOE tout à fait différente.
Chez les boutons de chrysanthàme, l' 1l.'rIB a inhibé l'allongement des pédoncules
proportiorillellement à la concentration, la formatil)n du cal, la tuml)risation et la rhizogé-
üèse, il a donc em.pêché, semble-t-il, l'action de l'au.xine endogène. Il a inhibé également
le développement des fleurons femelles; ce n'est pas étormant, si l'on se souvient que l'au-
xine, chez d'autres espèces (Aquilegia, Concombre) inhibe les étamines et stimule la crois-
sance de l'ovaire. lIais, bien qu'il s'agisse d'une antiauxine, l'ATIE r.'a pas provoqué la
neoformati0n de fleurons nO'.lveaux au sein du capitule et la floraison généralisée.
Il fsut considérer dans tout cela, que l'ATIE n'est pas lm inhibiteur naturel,
on ne le trouve pas chez les vé~t3.ux, et pour les boutons de chrysanthème, la limite de to-
xicité est rapidement atteinte, ce qui ne permet pas une étude précise des effets de cette
substance. D'ailleurs, il y a eu dans les expériences sur l'ATIB, UYle gT9nde hétérogénéité
dans les réponses (variation du diam~tre des boutons, de llal10ngement des pédoncules et de
l'état des fleurons pour un même traitement). Peut-être que la faible solubilité de cette
substance était à l'origine d'une absor])tion et d'une répartition inégales dans les boutons
floraux, ce qui s'est traduit en particulier par une courbure des uédoncules. 1e chrysan-
thème a ses propres inhibiteurs etce eont ces Qubstances là qu'il faudra étudier plus pré-
cisément.
H.fu1ADic et NII':3CH (272 à 277), dans leurs tentatives d'isolement d'horIDones au
cours de la floraison du chrysanthème, ont été très gênés par la présence d'un inhibitelIT
qui se trouvait en grande quantité dans les extraits et qui avait un Rf identique à cert&ins
stimulateurs empêchant l'isolement de ces derniers.
BAL~~ÜJTYNE (417) a isolé un inhibiteur puissant dans les racines du chrysanthème
qui réduit l'allongement des entre-noeuds et le nomi)re de boutons floraux; cette inhibition
pC'urrait être levée par la gibbérelline.
De mon c6té, j'ai, dès 1959, mis en évidence un inhibiteur de croissance chez la
variété Souvenir de G80RG~S PECHOU, en partant dlune id6e t0ute différente. J'ai déjà si~nalé
que les échecs de mes premiers essais de cultures debouton3 floraux "in vitroll étaient dÛ.s
n0n seulement à UYl brunissement, mais à des contaminations. Or, les boutons sur les plantes
entières sont rarement la proie des champüçY1ons, comme en culture "in vi tr0" i j 1 ai dono pensé
que les boutons "in vivo" étaient protég8s par une substance antifongique sécrétée par les
parties végétatives de la plante. Pour le montrer, j'ai isolé la souche de champignon (Jema-
ciée) qui me causait le plus d'ennQis, et jlai effectué des extraits à partir de feuilles de
chrysanthème, à l'aide d'éther sulfurique déporoxydé. Dans œs boîtes de Pétri, renfermant
un milieu sélosé à la pomme de terre (milieu de Saoouraud), j'ai ensemencé aa~ptiquement des
spores du champignon en suspension dans une solution isotonique de saccharose. Puis, après
évacuation de l'excès du liquide d'ensemencement (suspension de spores), les boîtes ont été
placées 2 heures à l'étuve à 27° C. Pendant ce temps, j'ai évaporé sur de petits ronds de
papier l'matman 3 M stérilisés: respectivement un centimètre CUQe de l'extrait de 15 gr. de
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feuilles fraîches de chrysanthème (a), ur, centimètre cube de l'extrait de 5 gr. de feuilles
séchées à l'air pendant 18 jours à la température du laboratoire (b), un centimètre cube de
l'extrait effectué à partir d'un oroyat de feuilles autoclavé pendant 20 minutes à 120 0 C
(c), et enfin un centimètre cube d'éther pur d0peroxydé (d). Chaque rondelle a été eIlsuite
plac8e sur la culture dans la boîte de PGtri (Méthode Eeatley). On voit, Planche Jev, fig. l
et 2, que l'éther pur n'a prod~it aucune i~hibition (papier d), tandis que les extraits de
feuilles (papiers a et b) ont formé des auréoles d'inhibition de 20 à 25 mm. L'~utoclavage
n'a pas réd~it sensiJlement l'activité; de la substance active (papier c). Le chrysanthème
Souvenir de GBORG~S PECHOU renferme donc dans ses feuilles un antifongique puissant qui est
sans doute aussi un inhibiteur de croissance. Cet inhibiteur joue url rôle dans la protection
de la plante, mais il joue peut-être un rôle également dans la mise à fleur. Je ne puis af-
firmer ql.l 1il s'agit de la même substance que celle d8couverte par BALLANTYl'fE (417) et par
HARADA et NITSCH (272 à 277), mais je pense que son étude ultérieure serait intéressante,
car les boutons floraux en renferment une q~~ntité importante, surtout ~ans les bractées.
L'existence de cet inhibiteur et son rôle possible ~~ le déroulement de la flo-
raison est confirmée, semble-t-il, par l'expérience suivante non encore publiée.
J'ai bouturé des boutons "couronnes" avec leur hampe florale, Après enracinement,
103 Témoins n'ont pas évolué pendant plus d'un an (durée de l'expérience). Lorsque sur des
boutons identiques j'ai enlev8 les bractées libres le long de la hampe, il n'y a pas eu non
plus d'évolution sensible. ~'his d'autres boutons auxquels j'avais supprimé les bractées de la
hampe et les larges bractées foliacées vertes horizontales situées i~nédiatement sous le ca-
pitule, ont augmenté légèrement de diamètre après quelques mois.
Dans un troisième traitement, j'ai enlevé non seulement les bractées de la hampe
florale et les larges bractées foliacées sous le capitule, mais aussi les premières brac-
tées extérieures du capitule lui-même (2 rangées). Alors, les plus extérieures des bractées
restant dans le capitule, ont doublé ou triplé de longueur, tandis que parfois quelques
fleurons réussissaient à se dégager. l'Tais la croissance et le développement se sont bientôt
arrêtés.
~nfin, chez un quatri2me lot de boutons couronnes enraclnes, j'ai répété le troi-
sième traitement ci-dessus. J'ai obtenu un développement et une croissance des bractées et
des fleurons les plus externes du capitule. J'ai alors supprimé les bractées les plus ex-
ternes, lorsqu'il me semblait que leur croissance tendait à s'arrgter et j'ai alors obtenu
une floraison spectaculaire des fleurons du centre du capitule Qui normalement, n'auraient
pu s'épanouir que si l'inflorescence ét~it demeurée sur la plante. On peut donc en conclure
que les bractôes vertes du capitule exercent une action inhibitrice sur le développement des
pièces florales si tuées au centre du bouton, et renferment sans doute de grandes qumlti tés
d'inhibiteur.
f. Effets de la kinétine seule ou en présence de stimulateurs de croissance.
r La kinétine seule inhibe la croissance et la floraison à partir de la concentra-
tion 10-°, mais pour interprét8r ses effets, il faut tenir compte comme pour les autres subs-
tances, de ce que le bouton floral renferme peut-être déjà une certaine quantité de kiné-
tines naturelles cu Phytokinines et d'auxines. Aussi, le taux de ces substances est rapidemen
élevé par un apport extérieur. Ainsi, dès 10-7 de kinétine, j'ai obtenu sans auxine la néo-
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formation de fleurs sur le cal du pédoncule, comme CHOUARD et AGI-IION (75), puis AGBIO!J (58,
59) et AGHION-PRicT (62), l'ont observ2 sur des fra~nents de hampe florale de tabac et
.lO'ri-l.Ii8D (117) sur des fril?,TIlents de hampe florélle de Datura, avec de faibles quanti tés de ki-
nétine et d'AIA.
Ici par conséquent, 10. quantité d'auxine endogène a suffi pour stimuler cette néo-
formation. En élevant la quantité d'l\IA par un arport dans le milieu, la propriété de néo-
formation a disparu dès les ûlus faibles concentrations. Dans l'expérience kinétine + AIA,
~ c ~le phénomène nIa été cbserv2 qu'une seule fois chez un bouton kinétine 10-0 + AIA 10 ,c'esG
que dojà, à cette concentr2.tion, les niveaux d'auxine et dé; kinétine favorables étaient dé-
passés.
Quand les doses d' AIA ont été augmentées en pr'jsence de kinétine, le développement
du pédoncule et des flourons ligulés ont été rapidement inhibés; l'AIA 2 renforcé l'action
inhibitrice de la kinétine. ?~is pour les deux plus fortes concentrations en A1A, le récep-
tacle a auementé de diamètre et de volume; cet effet n'était malheureusement pas en corréla-
tion avec la formation d'un ûlus grand nombre de primordia floraux. L'un des caractères du
développement du capitule a été reproduit ici, mais il manquait "quelque chose" encore dans
le milieu pour que la floraison se passe COllllne sur la plante entière.
On peut rapprocher l'augmentation de volume du roceptacle des effets de la kiné-
tine sur la multiplication cellulaire de la moelle de Tabac, obtenus par SKOOG et ses col-
laborateurs (451, 452), effet intensifié par l'.:tJ.Xine. Seule la kinétine permet la division
des cellules du parenchyme interne. Or, dans le capitule du chrysanthème, la plus grande
partie (au centre des tissus) 83t occupée par un parenchyme qui prolonge la moelle de la ti-
ge; l'augmentation de volume du réceptacle est due surtout à la prolifération des cellules
de ce tissu. Il faut donc que le bouton reçoive une quantité supplémentaire de Phytokinines
et d'auxines (fournis par la plante) pour poursuivre l'augmentation de diamètre de son récep-
tacle. Nous avons vu qu'il renferme vraisemblablement déjà une certaine quantité de ces subs-
tances et c'est sans doute aussi la raison de la formation de cals volumineux à croissance
rapide à la base du pédoncule. On peut expliquer aussi peut-être de cette manière l'augmen-
tation du diamdre des boutons flora.ux sous l'influence de l'AT1B à fortes concentrations.
LIATIB empêcherait la migration de l'auxine endo~ène vers la base du pédoncule et l'auxine
resterait ainsi disponible ~u niveau du réceptacle où elle pourrait favoriser l'action des
Pbytokinines.
Ln kinéh:r.e ajoutée à l'acide gibbérellique aT"...llule les effets de ce dernier; la ki-
nétine inhibe l'allongement du pédoncule dès les plus faibles concentrations (10-8) et le
développement des fleurons femelles li~lés à partir de 10-6 •
Le pédoncule serait l'un des sites principaux d'action de la ~ibbérelline. Une
action synergique sur le développement des fleurons a été observée pour le mélange gibbé-
relline 10-6 + kinétine 10-8 à 10-7; le nombre de fleurons femelles épanouis a été augmenté
mais les primordia floraux du centre du capitule n'ont pas évolué et il ne s'en est pas for-
mé de nouveaux. Dans ce ~as, comme dans celui de la kinétine + AIA, tous les f~cteurs favo-
risant la floraison n'6t~ient donc pas dans le milieu.
L'effet de l'apport d'une substance au milieu n'est pas, comIne on le pense r."\ ~i­
tuellement, toujours proportionnel et tout à fait s~)écifique, mais il traduit le nouveau
rapport, le nouvel équilibre 0btenu avec les substances naturelles qui sont déjà dans le
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tissu ou l'organe. i'es facte\U's comme la s.Jécificité, la f'3.cul té d' abserption ou la solu·-
bilité (cas de lIATIB), la possibilité de transfert, d'utilisation ou de détoxification
(cas de l'ATIB et du 2,4 D) interviennent pour empêcher ou intensifier les réponses.
Dans les inflorescences et dans les fleurs, des corrélations interviennent qui
modifient ou répartissent les sites d'action des diverses substances: par exemple, la des-
tructicm de l'ovaire qui mobilise l' l~UI.~ fa.vorise le d8veloppement des éLmines dans la
fleur d'Aquilegia, et quand ZA.N011I (172) castre les fleurons femelles du capitule de chry-
santhème "in vivo", la corolle devient hypertrophiée (auxine devenue disponible). Les sites
d'action sont donc souvent très localisés.
Tous les raisonnements relatifs ~u développement des fleurs reposent sur l'idée fi-
naliste que la floraison et la fructification constituent les dernières étapes de la vie dlun
végétal cu du bocœgeon terminal d'un riTIneau. Il est,semble-t-il, nécessaire de réviser cette
0pinion, car les cellules florales du chrys'}nthème (c0rnme de nombreuses autres espèces) ne
sont pas un indice de sénilité. Il s'a~it d'un stade transitoire reproductif] la propriété
"f10rale" peut être perdue et dans ce cas, il y a un retour en arrière qui représente ce que
les botanistes ont désigné, à tort peut-être, sous le nom de "réversions florales ou de
fleurs prclifères".
g. Réversions florales "in vitro".
J'ai indiqué à plusieurs re-prises l'apparition de "réversions" florales sous l'in-
fluence de divers traitements. Il ne me paraît pas utile de parler lon~ement 1C1 de ce phé-
nomène, car pour en avoir une parfaite co~~aissance, il faudrait lui réserver une étude par-
ticulière comme l'a fait BRULFERT (462 à 466) avec le Mouron rouge.
Chez le Chrysanthème, la première mention des réversions florales a été faite en
lB89 dans un article anonyme du G2rdener's Crrronicle (481, 483).En France, CHIFFLOT selon
P.6NZIG (479), BOIS (461) puis CHOUARD (468, 469) ont donné tour à tour des descriptions Ge
capitules de chrysanthèmes ruversés. En Allemagne, I{8LM en 1959 (476) en a fait également
une description morphologique détaillée. CHOUARD et VAIDIE (189) pensaient qu'une photopé-
l'iode défavorable à la floraison pouvait être à l'ori~ine d'un retour des fleurs vers l'état
végétatif. Ce retour en arrière a été en effet obtenu chez d'autres espèces, notamment par
BIDDULPH (461) avec le Cosmos sulfureus et SCIDvABE (234) a signalé en 1951 qu'il a augmenté
le nombre des réversions florales chez le chrysanthème par les jours longs, des applications
d'auxine (500 ppm) sous forme de pâte de lanoline et par l'ombrage. Il a attribue l'effet
de l'ombrage à une rGduction de la biosynthèse des carbohydrates et à une augmentation du
taux <J'auxine.
De mon côté, j1ai vGrifi~ l'hypothèse de CHOUARD à l'aide de boutures de boutons
cour0nnes (*). Cepend~nt, HbLN (476) est d'un avis tout à fait contraire. Il a trouvé que
les chrysanthèmes réversent davantage 18rsque l'i,ltensité de la lumière augmente.
Les boutons de jours ccurts cultives "in vitro ll étaient indifférents au photopé-
riodisme dans les conditions expérimentales utilisées ici, c'est-à-dire pOQr une intensits
(*) Les rosultats n'entrant pas dans le cadre de cette étude seront publiés ultérieurement.
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de la lumière de 3.500 lux; l~ faible lumière n'a pas provoqué de réversion florale sur le
milieu de base à 80 100 de saccharose.
On peut donc en conclure, d'une part que le bouton de chrysanthème en culture
"in vitr(''' vit en hétérotrophïe utilisant seulement les substances stockées au départ et celle
du milieu nutritif et Cl'J.'il n'a pas la possibilité de bLosynthétiser les sucres n0cessaires
à son évolution. C'est donc de ce point de vue un excellent mat8riel DOur llétude de la phy-
siolo;~ie de la floraison • .D''iutre part, selon l' hypothèse de SCml[i~B.8 (loc. ci t.), les rever-
sions sont bien en relation avec une diminution du taux de carbohydrates ou plutôt avec des
"facteurs végétatifs", la faible c0ncentration en sucre représentant l'un de ces facteurs.
En effet, TRnrK~R (480) a signalé que la réversion des fleurs chez la Pomme de terre n 'wai t
lieu que lorsque la teneur en glucides était f2ible et le rH élevi; voici donc un facteur,
le rH, dont on n'avait pas parlé jusqu'ici. Est-ce que les sucres sous leur forme réductrice
participent au déclenchement de la réversion? En présence de glucose et de fructose, les ré-
versions prod~ites donnaient des rameaux qui demeuraient vé~~tatifs.
L'effet des jours longs ne peut s'expliquer par une diminution de la biosynthèse
des sucres, mais par une au~ent~ticn du taux d'auxine. Or, ni l'AIA ni l'acide gibbérellique
nI ont provnqué une augmentation significative des réversions sur le milieu de base à 80 ~~o
de saccharose; dans ce cas, le milieu était trop riche en sucre.
Des recherches actuellement en cours montrent que la concentrdtion en sucre con-
ditionne le retour à l'état végétatif, davantdge que l'effet des hormones. La photngraphie 3,
,.:'lanche XIV, représente un résultat gui confirme ce point de vue. Sur un milieu à 30 JC)o de
saccharose, des boutons floraux sans l)édoncule ont pr8senté des réversions et différents rap-
ports entre l'l~IA, la gibbérelline et la kinétine ont pu influencer ensuite l'organogénèse
propre de la 1:<version qui il donné des fel.Ülles ou la croissance de la base d' un fleuron
suivi d'une réversion végétative, ou la réapparition de l'état floral, ce que je désignerai
par le terme de "surfloraison".
Le moment est venu de nous demander s: le test choisi 'Jour l'étude de la physiolo-
.~ie de la floraison du chrysanthème convient à ce genre de recherches et s'il a joué le rôle
que nous en attendions.
h. V,üeur du Test.
Je puis répondre irnrnédiatement par l'affirmative. Sur le milieu de base, le capi-
tule du chrysanthème isolé de la plante ne peut se développer complètement. La nature indu-
bitablement inflorescentielle de ses tissus, tout au moins du réceptacle, en font un matériel
de choix qui peut évoluer soit dans le sens floral, soit dans le sens végétatif, mais seule-
ment en fonction des substances actives du milieu nutritif. Il n'est en effet pas sensible
aux variations des facteurs physiques (lumière, température) dans les limites vitales. Il
vit en hétérotrophie se cor~}ort~nt comme un r2cepteur réagissant aux impulsions ou aux subs-
tances biosynthétisées habituellement dans la plante.
Cependant, nous avons vu que les boutons sans pédoncule ont réagi plus rapidement
que les boutons avec pédoncule. Le bouton florCll entier ne satisfait donc pas tout à fait à
la règle de la Droximit6 des sites dtabsorption et d'utilisation. Les parties vertes du ca-
pitule : bractéeS et pédoncules, ont réagi surtout aux facteurs qui stimulent les orgsnes
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végétatifs (formation d'illl cal, tumorisation, rhizogénèse), c'est dire que, comme la hampe
florale du tabac, sans être tout à fait végétatives, ces portions ne sont pas non )lus de
nature tout à fait florale. Le réceptacle est la seule partie à Dotentialité vr:iiment inflo-
rescentielle. C'est sur ce tissu que se forment les fleurs dont l'évolution est ensuite cen--
trifuge. Au centre, les primordia les plus jeunes, petites masses ~lobulaires indiffé-
renciées au départ, seront amenés à évoluer s'ils reçoivent le stimulus indisnensable. L'ex
périence m'a montré qu'en l'absence de ce stimulus, seuls les fleurons parvenus au stade da
formation de l'ovaire sont capables de poursuivre leur développement.
Dans des conditions idéales, les tissus inflorescentiels du réceptacle doivent se
régénérer par le centre comme sur la plante entière, de sorte que théoriquement, 12 florai-
son du capitule serdit infinie ••••
En conclusion, dans les recherches futures, il sera intéressant d'éliminer le plus
possible les tissus intermédiaires (pédonsule et bractées) qui risquent d'interférer ou de
ralentir le transfert des substances actives et de les métaboliser, GOur ne cultiver que le
seul réceptacle du capitule.
CON C LUS ION S G E N E R ALE S
Une méthode d'étude de la Physiologie de la floraison, basée sur l'examen du dé-
roulement des étapes de l'évolution de boutons floraux: en culture "in vitro", est proposée.
Elle repose sur le principe gu'un bouton floral excisé et maintenu en survie grâce à une
technique de culture "in vitro" pourra poursuivre son développement normal s'il reçoit du
milieu de culture les éléments gui lui étaient auparavant dispensés ~ar la plante.
Le ca~itule du chrysanthème se prête bien à ce genre de recherches parce qu'il
comporte un réceptacle constitué d'un tissu inflorescelltiel dont il est possible de déter-
miner à coup sûr l'état de différenciation. Ce matériel nettement défini permettrait d'é-
tudier la physiologie de la mise à fleur, et de la floraison, mais aussi les problèmes re-
latifs à l'organogénèse, à la sexualisation et à la physiologie de la formation des inflo-
rescences qui depuis quelques années, a fait l'objet de nombreuses observations morpholo-
giques (ENBERGER, 348 - l,[AfL~SQUELLE, 360 à 363 - PLANTEFOL, 368, 369).
Pour que cette méthode puisse présenter un maximum d'efficacité, il fallait QD
matériel stable et homogène et une méthode de culture spécialement adaptée.
Plusieurs années de recherches ont été nécessaires pour le choix d'une variété
stable pour déterminer avec précision ses exigences écophysiologiques, et pour élaborer une
méthode de production de boutons standards. La variété Souvenir de GEORGES PECHOU (clône de
serre tiède) a été choisie pour SdS nombreuses qualités. Elle se reproduit facilement par
boutures (culture monoclonale) et flourit raoidement en jours courts 9 h. (15 à 22 jours).
Elle présente le minimum de "barrières" physiologiques à la mise à fleur : ses drageons non
dormants n'exigent donc pas de vernalisation, elle peut être cultivée dans une large RPmme de
températures 18 à 35° C, elle est indifférente au ohotopériodisme, sa floraison n'est pas
influencée par la gibbérelline, enfin elle peut former ses canitules même à l'obscurité.
Préparée selon une méthode standard, elle donne, par plante (une trentaine de
jours après le début du traitement par les jours courts), 3 à 4 boutons floraux de jours
courts, arrondis (boutons axillaires au-dessous du capitule principal) de 7 à 8 mm de dia-
mètre, à pédoncule sans bracti:Jes libres, susceptibles d'être prélevés pour la mise en cul-
ture "in vitro". Les boutons ont été cultivés avec ou sans leur pédoncule; ils sont, comme
la plante entière, insensibles au photopériodisme et très peu sensibles à l'intensit6 de la
hunière.
Une méthode de culture "in vitro" a été mise au point: elle nécessite un matériel
nouveau: boîte à gants, aiguilles à ensemencer, tubes à capuchons de verre, etc. La compo-
sition du milieu de base a été déterminée dlaprès la composition chimique (éléments macro-
trophiques) de chrysanthèmes en cours de floraison. La solution d'éléments minéraux (solution
F) est riche en azote et en potassium.
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Les sucres sont nombreux aux moments de la floraison (une dizaine), mais seuls, le
glucose, le fructose et le saccharose semblent jouer un rôle important, car on les rencontre
dans tous les organes; le milieu de base renferme 80 %0 de saccharose, soit une quantit~
quatre fois supsrieure à celle des milieux pour tissus vég~tatifs.
Les tissus floraux n'ont pas les mêmes besoins nutritifs que les tissus vé~étatif3.
D'ailleurs, les Dremiers e'3sais de culture "in vitro" sur des milieux utilisés habituelle-
ment pour les cultures de tissus, par exemple Milieuxde Gautheret, de HelIer, de KrlOP, etc.
ne renfermant que 20 à 30 g/l de saccharose, n'ont pas permis un bon dévelopuement des üou-
tons floraux qui brunissaient et mouraient JOlIT la plupart. Cet échec était dû surtout aux
quantités trop faibles de potassium et de sucre de ces milieux.
En l'absence de substJ.nces stimulatrices ou inhi:Ji trices de la croissance et de
substances excitoformatrices, les boutons floraux prélevés au début de leur développement,
peuvent continuer leur 6volution pendant ill1e quinzaine de jours : sur le milieu de base F
avec 80 ~o de saccharose. On observe d'abord un allongement du pédoncule, puis une prolifé-
ration cellulaire à l'extrémit~ de celui-ci, il se forme un cal arrondi au niveau duquel 'lp-
paraissent des racines, tandis que les bractées s'écartent, libérant les prerniers fleurons.
fnis seuls les fleurons femelles ligulés les plus extérieurs se développent parce qu'ils
sont parvenus au stade de formation de l'ovaire au moment du prélèvement. Vers l'intérielIT
du capitule, les fleurons hermaphrodites sont restés à leur état de départ, et les primordiG
floraux non différenciés sont morts.
Le bouton floral renferme donc à l'origine des substances régulatrices de la crois-
sance qui lui permettent cette courte 0volution "in vitro" (croissance, cal, rhizogénèse et
épanouissement partiel).
Une forte teneur du ;nilieu en azote et en 1Jotassium a un effet bénéfique sur la
floraison. mais c'est surtout la quantité de sucre qui semble jouer le rôle le plus impor-
tant sur la prolongation du développement des boutons excisés en culture "in vitro".
Le ~lucose est mal support6 par les boutons, tandis que le fructose donne pour de
plus faibles concentrations (40 à 60 ~Go) que le sLLccharose, des rés~ütats presque identiques
à ce dernier. Copendant, ces deux sucres r2ducteurs n'empêchent pas totalement le brunisse-
ment des boutons et stimulent surtout le développement végétatif (vel~i,3sement des pétales,
réversions florales). Le saccharose stiLimle 19. floraison entre 80 et 160 9~0; la dose optima
est de 100 à 120 %0' mais c'est une concentration légèrement inférieure 80 %0' qui a été a-
doptée pour le milieu de base. Le brunissement des bo~tons a lieu surtout pour des concen-
trations inférieures à 30 100' De 30 à 40 j'Go, on observe surtout un déveloplJement vé,citatif des
boutons, peu d'épanouissement de fleurons, une rhizogénèse importante et des réversions flo-
rales. Le saccharose ne devient inhiJiteur de la croissance et de la floraison qu'au-dessus
de 180 'jbo '
Les au..'dnes (acide/' indolyl-acétique, acide:! naphtyl-acétique, acide 2,4 dichloro-
phénoxy-acttique) inhibent la floraison dès les plus f~ibles concentrations utilisées (10-7
pour le 2,4 j) et 10-6 pour ll.A1À et l'AJ'L-I.). Ces résultats confirment les observations qui
avaient été faites par d'autres auteurs sur des plantes entières et sur la néoformation des
fleurs ou sur des fleurs cultivées "in vitrail. BlIes stimulent la formation du cal à l'extrG-
mité des pédoncules et généralisent la prolifération cellulaire (t~ùorisation) jusque dans
le bouton floral, pour des concentrations de l'ordre de 10-6 à 10-4. ljlles stimulent égale-
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ment la rhizogénèse comme sur les or~anes végét~tifs et provoguent la parthénocarûie des
ovaires non fécondés.
L'acide gibbérelligue exerce une action stimulante spécifique s~ l'allongement
des pédoncules proportionnellement à la concentration dès 10-7 (300 à 500 ~ de la taille
initiale) et n'empêche pas la floraison comme les aŒ(ines. Par contre, il inhibe la forma-
tion du cal à l'extr0mité des pédoncules et la rhizogén2se dès 10-6 •
L'acide 2, 3, 5 triiodobenzoïgue empêche l'allon~ement du pGdonc~le et surtout
la tumorisation, la rhizogénèse et l'allon~ement de la ligule des fleurons femelles, que
l'on attribue habituellement à l'action des auxines. Il provoque pour des concentrations
proches de la toxicité 7,5 10-5, une augmentation importante du diamètre du C8.0i tule (43 >{,).
La kinétine à elle seule stimule la croissance du pédoncule aux faibles concen-
trations,(puis l'inhibe à partir de 10-6) ainsi que la formation d'un cal, la rhizogénèse
et la floraison. A la plus faible teneur ~tilisée, 10-7 , des fleurs se sont néoformées sur
le cal du pédoncule.
La kinétine en présence d' acide gi bbérelligue (10-6) empêche l' allon~ement du
pédoncule provoqué par ce dernier, et la floraison; elle rétablit la tumorisation de l'ex-
trémité du pédoncule, empêchée par l'acide gibbérellique mais non la rhizo~nèse.
~ ~
Enfin, l'acide!~indolyl.acétigueajouté à la kinétine (10-°) rétablit l'épanouis-
sement des fleurgns extérieur.s ligulés, inhibés par la kinétine (K 10-6 + AIA 10-6). ~~is
au-dessus de 10- d'AIA, le développement des fleurons ligulés est annulé, tandis que le
réceptacle augmente de diamètre et de volume. Ce phénomène est à rapprocher avec le résul-
tat d'une expérience non encore publiée, ~u cours de laquelle la supDression des bractées
et des fleurons extérieurs de boutons couronnes (bouturés) a permis aux fleurons du centre
du capitule de se développer et de SI épanouir. Crest 11 inhibition du d6veloppement Ù8S hL'
tées et des fleurons extérieurs, par la kinétine et l'AIA, qui aurait ici pour résultat
la prolifération cellulaire du centre du réceptacle.
Le milieu de culture idéal serait celui qui non seulement pourrait permettre l'ex-
pression des or~anes floraux différenciés au moment de l'épanouissement des fleurons li-
gulés extérieurs, mais aussi la différenciation florale des primordia, la formation de pri-
mordia nouveaux et, peut-être, la régénération de nouveaux tissus inflorescentiels au centre
du capitule. Ainsi, en allant vers la périphérie, les tissus 1 ' i! 1. renouvelés au
milieu du réceptacle formeraient ensuite plus loin des primordia qui peu à peu se différen-
cieraient en allant vers la périphérie, puis s'épanouiraient; on aurait une floraison con-
tinue. Cependant, il n'est pas sar encore que la formation des tissus du réceptacle et la
forma tion des fleurons à Dartir de ses tissus nI El J'partiennent pas à deux stades successifs
du développement du capitule, le premier devant être terminé avant que l'autre ne commence;
dans ce cas, seules les cellules en place du tissu inflorescentiel pourraient former des
fleurs.
Les milieux les plus favorables, ~ibbérelline 10-6 + kinétine 10-6 et kinétine
10-6 + AIA 10-7 n'ont permis au mieux que le développement (épanouissement) des fleurons
les plus différenciés au moment du prélèvement; il s'agissait en général des fleurons fe-
inelles ligulés parvenus au stade de la formation de l'ovaire.
- 118 -
Avec le fructose, les -primordia du centre du cali tule sont morts et ont cité rem-
placés parfois par une cicatrice. L'ATIE et la kinétine 10-6 associée à l'AIA 10-5 ont
seuls permis une aUf,IDentation notaiJle du diamètre du capitule, sans toutefois -provoquer Li
formation de nouveaux prirnordia. Le milieu idéal nIa donc pas été réalisé. De nouvelles re-
cherches seront nécess3.ires, en particulier pour préciser le meil".eur équilibre Gibbérel-
line-Kinétine-AIA , qui doivent agir en compétition avec l'inhibiteur naturel du chrysan-
thème et étudier les effets d'autres su,)stancGs comme les acides nucléiques, les acides
aminés, les stérols, etc.
L'un des faits les plus importants est la ~ande quantité de sucre indispensable
à la survie des boutons floraux jusqu'à huit fois celle utilisée pour les cultures des tissus
végétatifs. Ceci confirme les observations effectuées par d'autres auteurs, soit sur des
plantes entières (afflux de sucres vers les fleurs), soit sur des inflorescences ou des
fleurs excisées en milieu naturel ou aseptique, soit sur le phénomène de la néoformation des
fleurs "in vitro". Les sucres peuvent ap;ir comme précurseurs de mét2.bolites divers, corrmle
substrats pour la respiration et pour modifier les propriétés physico-chimiques du milieu :
le ~": la pression osmotique et la teneur en eau. Il est curieux de constater que la teneur
en eau d'un milieu nutritif favorable à la floraison correspond à celle du bouton floral
resté sur la plante.
Les faibles quantités de sucre (30 %0) sont à l'origine des réversions florales,
selon l'hypothèse de SCffiiABE (240), tandis que l'acide gibbérellique et les auxines étaient
pratiquement sans effet. Dans le bouton floral de chrysanthème tel qu'il a été utilisé dans
cette étude, il existe une quantité trop im-portante de tissus intermédiaires entre le point
d'absorption des éléments dans le milieu (le pédoncule) et le site d'action (le réceptacle).
En effet, ces tissus interm~diaires ont des réactions propres qui interfèrent et peuvent
modifier celles des tissus inflorescentiels vis-à-vis des divers traitements. Ils renferment
déjà des auxines, des inhibiteurs, des substances excitof0rmatrices, etc. et sont capables
de biosynthétiser, bien qu'insensibles à l'intensité de la lumière et au photopériodisme.
Aussi, dans les recherches ult8rieures, seul le réceptacle (site d'action) sera cultivé.
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PLA N CHE S
Pla n che l
~~tériel pour la uréparation et la mise en culture des bOlltons
floraux (explications d~ns le texte).
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Planche 1
Pla n che l l
Effets conlparés de milieux à base de sQlution minérale de Knop
et de solution minérale F après 55 jours de culture.
Fig. 1 à 3, exemples de boutons floraux développés sur milieu de
Knop additionné de 30 %0 de saccharose, le cal à la base du pédoncule est très souvent
digité, peu ou pas de floraison, fleurons anormaux; Fig. 4 à 6, boutons floraux dévelop-
pés sur milieu de Knop + 80 %0 de saccharose; Fig. 7, lorsqu'un bouton floral arrive à
se développer sur Knop + 80 %0 de saccharose, il est en général anormal, quelques fleurons
femelles ligulés ou épanouis ; Fig. R et 9, boutons floraux développés sur milieu F addi-
tionné de 30 %0 de saccharose, on observe un grand allongement du pédoncule ~t des réver-
sions florales i Fig. 10 à 12, boutons floraux développés sur milieu de Knop additionné de
80 100 de saccharose, le cal est développé à la base du pédoncule, on'obtient le maximum
de floraison et encore beaucoup de fleurs sont anormales, les fleurons du centre (herma-
phrodites) ne se développent pas.
'.' '.. -.__--_..o " _ - -..-.-----
.~.
1 :
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Planche Il
Pla n che LI l
Effets du saccharose.
Aspect des boutons floraux cultivés en lumière diffuse 3 500 lux
(9 h) sur milieu de base (sol. F) renfermant: Fig. 1, 0 %0 de saccharose; Fig. 2, 20 %0
de saccharose; Fig. J, 40 r~ de saccharose; Fig. 4, 60 %0 de saccharose; Fig. 5, 80 %0
de saccharose; Fig. 6, 100 %0 de saccharose; Fig. 7, 120 %0 de saccharose; Fig. 8,
140 %0 de saccharose; Fig.: 9, 160 %0 de saccharose; Fig. 10, 180 %0 de saccharose; Fig.
11, 200 %0 de saccharose; Fig. 12, bouton d~ la concentration 60 %0 avec réversions flo-
~ales survenues après 75 jours de culture (appauvrissement du milieu) ; Fig. 13, 14 et 15,
boutons de l'expérience "sans pédoncule" sur milieux F + 80, 160 et 180 %0 de saccharose,
la floraison est plus rapide, mais on observe beaucoup de fleurons. anormaux (respectivement
8 fI. normaux i 8 fI. normaux et 17 anormaux; 28 normaux et 20 anormaux) ; Fig. 2a et 2b,
forme de cal (6 jours et 15 jours) sur milieu additionné de 20 %0 de saccharose; Fig. Ja,
Jb, forme du cal (6 jours et 15 jours) sur milieu additionné de 60 à 160 %0 de saccharose.
2b
13 "
Planche III
Pla nc h e l V -
Effets du glucose.
Fig. 19, milieu F, Témoin (à 14 jours) i Fig. 2g, milieu F + 40 %0
de glucose ; Fig. 3g, milieu F + 8C %0 de glucose, épanouissement faible, fleurons anormaux,
beaucoup de boutons meurent.
Effets du fructose.
Fig. 1 à 13, boutons floraux sur milieu. F additiom1é de 0 à 120 %0 de
fructose après 23 jours de culture; Fig. 1, Témoin (milieu F) ; Fig. 2 et 3, milieu F +
20 %0 de fructose (à 9 et 23 jours) ; Pige 4 et 5, milieu F + 40 %0 de fructose: Fig. 6,_ 7
et 8, milieu F + 60 %0 de frUctose; Fig. 9, milieu F + 80 %0 de fructose; Fig. 10 et 11,
milieu F + 100 %0 de fructose: Fig. 12 et 13, milieu F + 120 %0 de fructose; Fig. 14 à
24, même expérience sur l'effet du fructose, mais à 28 jours de culture; Pig: 14, milieu
F+ 40 %~ de fructose; Fig. 15, milieu F + 60 %0 de fructose; Fig. lb, 17, 18 et 19,
milieu F + 100 %0 de fructose ; Fig. 20, 21 et 22, milieu F + 120 %0 de fructose; Fig. 23,
milieu F + 180 %0 de fructose ; Fig. 24, milieu F + 200 %0 de fructose.
-l ,1 .:"1 ($1 11 ) If~ (3f' (1 ~II " r."19 ;2g li, 3 / .. 4 .;~ ',',:.. 51. '.': li,. '/',g" 1.\ . .' .!'.~...
Planche IV
Pla il che V
Effets de l'acide ~.( naphtyl acétigue (Pig. 1a à 5a)
. F~g. 1a, Témoin; Fig. 2 et 3a, milieu de base + ANA 10-7 à 6 jours
Fig. 4a, + M~A 10-? (remarquer le ~lissement transve~sal de l'épiderme du pédoncule i Fig.
5a, + ANA 10-4 (remarquer la courbure du pédoncule).
Effets de l'acide 2,4 dichlorophénoxyacétigue (Fig. 1 à 15)
Fig. 1 et 2, Témoin (tumorisation à 7 jours) ; Fig. 3, 2,4-D 2.10-6
(remarquer la tumorisation du p4doncule et l'apparition des racines déjà à 7 jours) ; Fig.
4,. 2,~-D 5.10-6 (à 7 jours, twnorisation dissymétrique) ; Fig. 5, Témoin à 11 jours (tumo-
risation) ; Fig. 6 à 11, tumorisation et rhizogenèse à la concentration 2.10-6 au bout de
7 jours .(6),11 jours (7-8),30 jours (9), 72 jours (10.) et 98 jours (11); Fig. 12, bou-
tons des fortes cOIlcentrations (10-5), le pédoncule est tuméfié et plissé, une racine des-
cendue du bouton s'est :tuméfiée à son tour à son extrémité; Fig. 13 et 14, boutons aux
conc~ntrations 5.10-6 à 65 jours et 10-5 à 50 jours (remarquer les racines aériennes) ;
Fig. 15, bouton de l'expérience "sans pédoncule" concentration 2,4 D 5.10-6 (dès raèines
se forment sur les bractées).
Effets de l'acide 2,3,5 triiodobenzoigue (Fig. 16 à 22)
Fig. 16, Témoin sans TlB (à 14 jours) ; Fig. 17 et 18, TlB 1,25.10-5 ;
Fig. 19, TlB 2,5.10-5 (remarquer la courbure du pédoncule) ; Fig. 20, TlB 5.10-5 (peu d'épa-
nouissement, pas de cal) ; Fig. 21, TlB 7,5.10-5 inhibition, développement fleurons femelles
et de la formation du cal; Fig. 22, + TlB 1,25.10-4, augmentation légère du diamètre du
bouton.
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Planche V
Pla n che V l
Fig. 1, Primordia floraux d'un bouton en survie, sur un milieu de
NitschN2 additionné d'oligo-éléments selon Nitsch (119), d'acide glutamique,de pantothénate
de calcium, de thiamine (m~mes proportions que dans le milieu F) et de 30 %0 de saccharose
après un an et demi de culture. Les ébauches florales (dessin du 30 avril 1959) n'ont pra-
tiquement pas évolué, leur nombre est resté faible, une cinquantaine.
Effets des combinaisons kinétine + AIA.
Fig. 2, boutoE sur milieu F additionné de kinétine
10-6 ; Fig. 3, bouton, m~me expérience kinétine 10-6 + AIA 10-8 ; Fig. 4, kinétine 10-6 +
AIA 10-7 ; Fig. 5, kinétine 10-6 + 4LA 10-6 ; Fig. 6, kinétine 10-6 + AIA 10-5 • Aux concen-
trations 10-8 à 10-6, l'AI"~ stimule la floraison, légèrement inhibée par la kinétine à 10-6 ,
et rétablit la tumorisation de l'extrémité des pédoncules.
Planche VI
Pla n che VII
Chrysanthème var. Souvenir de Georges Péchou du commerce avec drageons
dormants à la base (flèches) ; Fig. 2, même variété déshabituée du froid après culture pen-
d~nt plusieurs années en jours longs à + 18°C, les drageolls à la base se dévelop~ent ; Fig.
3, capitule vu en section longitudinale et au-dessus, on voit l'implantation des fleurons
sur le réceptacle; Fig. 4, le bouton floral greffé (plante de droite) sur un sujet induit
à fleurs s'est développé mais avec un léger retard par rapport au bouton d'une plante in-
tacte (témoin à gauche) ; Fig. 5, plante chez laquelle le t"aitement par les jours longs
a été trop prolongé, il s'est développé un bouton couronne, les boutons satellites sont
accompagnés de bractées qui se développent jusque dans lecap~tule (voir planche IX) ; Fig.
6, à droite, 2 plantes traitées selon la méthode normale, il fa,ut·attendre quelques jours
(plante do gauche) vour que les pédon~ul~s allongés àe l l5. mm puissent permettre le prélè-
vement.
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Pla n che VII l
Fig. 1, Sectio~_l~nsitudinaledans un jeune bouton de chrysanthème,
5 jours àprès l,,:début de l'action des jours courts, les bractées étroitement serrées en-
tourent et protègent le réceptacle ; la surface du réce~tacle a la forme d'un cône arrondi
au sommet et à la base très évasée, on remarque la concentration en acides nucléiques
pointsbl~cs)des couches cellulaires les plus exte~îes du réceptacle i Fig. 2, section
précédente grossie, la surface du réceptacle est lisse, il n'y a aucune fleur i Fig. 3,
quelques jours après, la surface du réceptacle est ondulée, chaque bosse représente le
centre générateur d'une fleur (flèche), les premières ébauches commencent à apparattre à
la périphérie et la formation des primordia gagne peu à peu le centre du réceptacle (som-
met). Ici, des centres générateurs ont commencé à individualiser des mamelons, mais il
subsiste encore une zone aplatie au centre.

Pla n che l X
Fig. 1, Section longitudinale dans url boutonflor~,l (standard) 18
jours après la mise des pla.ntes en jours courts. Le prélèvemel;t a lieu dix jours aIJrès. On
1iremarque les ébauches florales de moins en moins ~ifférenciées en allant vers le centre du
œéceptacle i Fig. 2, partie de h, section d'un réce!Jt2"cle d'un bouton ayant reçu un traite-
bent par les jours longs trop prolongés avant le traitement ~ar les jours courts. Entre lès
~bauches flor~les f, se sont fonnées des bractées (flèches) (fixation Navashine, coloration
Hématoxyline Beidenhain).

Pla n che X
Fig. 1, Culture Il in 'fitro" de -boutons floraux sur un milieu nutritif
renfermant une solution nutritive de Knop add1tionn~e de 30 %0 de saccharose; Fig. 2, bou-
tons floraux cultivés sur solution de Knopadditionnée de 80 %0 de saccharose ; Fig. 3,
boutons floraux cultivés sur un milieu renfermant la solution F avec 30 %0 de saccharose,
quelques fleurons arrivent à se dégager mais ils "réversent" ; Fig. 4, boutons cultivés
également avec la solution F, mais avec 80 %0 de saccharose, les fleurons femelles s'épa-
nouissent chez 35 à 55 %des boutons, mais les fleurons hermaphrodites meurent.

Pla n che X l
Effet de l'acide (! indolyl-acétigue.
Fig. 1, milieu de base + AIA 10-8 (identique au Témoin sans AIA non
représenté) ; Fig. 2, milieu de base + AIA 10-7 , cal aplati à l'extrémité des pédoncules
avec ~ormation parfois le long du pédoncule plongeant dans la gélose de tumeurs noduleuses;
Fig:' 3" milieu de base + AIA 10-6 , mêmes caractères de la tuméfaction que pour le traite-
ment précédent, mais formation de nombreuses racines fines et courtes et néoformation de
bourgeons végétatifs (flèche) sur le pédoncule i Fig. 4, milieu de base + AIA 10-5 , généra-
lisation de la tuméfaction, la partie du pédoncule plongeant dans la gélose devient conique
et rougeâtre. Remarquer l'inhibition de la floraison (Echantillonnage ~ les quatre boutons
les mieux fleuris de chaque série-traitement).

Planche XII
Effets de l'acide r~ indolyl-acétigue.
<
Fig. 1 (fin de l'expérience Planche XI), milieu de base + AIA 10-4 •
Pédoncule court entièrement twnéfié avec parfois production de nombreuses racines ; aUClli.e
floraison.
Effets de la kinétine seule (Expérience boutons sans pédoncule).
Fig. 2, à gauche deux témoins sur milieu de base sans kinétine, l'un
avec racines, à droite, o01lton de la concentration 10-6 , la faible proportion de pédoncule
laissée s'est tuméfiée.
Effets de l'acide gibbérellique.
Fig. 3, Témoin, milieu de base sans gibbérelline ; Fig. 4, milieu de
base + acide gibbérellique 10-6 ; Fig. 5, milieu de base + acide gibbérellique 10-5 , remar-
quer l'allongement du pédoncule jaml~tre quatre à huit fois supérieur au témoin et la forme
particulière de la tuméfaction à l'extrémité des pédoncules; Fig. 6, développement d'une
tumeur à cellules foison~~ntes sur un bouton mort en fin d'expérience acide gibbérellique
10-6 .
Effets de la kinétine + AIA (Expérience sans pédoncule). A rapprocher
des Fig. 2 à 6 - Planche VI.
Fig. 7, boutons sur milieu de base, kinétine 10-6 + AIA 10-5 à gauche
au début de l'expérience, à droite en fin d'expérience Ylie de profil; Fig. 8, boutons de
la figure précédente zrossis deux fois, les brac"L,ées ont été sectionnées pour montrer les
fleurons à l'intérieur du bouton en début d'expérience (à gauche). Remarquer l'augmentatio~
du diamètre du réceptacle et des fleurons en fin d'expérience (95 jOllrs~ Au centre du capi-
tule, une zone claire indique un groupe de fleurons encore en évolution.
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Planche XII l
Combinaison gibbérelline-kinéiine.
Fig. 1, acide gibbérellique 10-6 + kinétine 10-7 ; Fig. 2, acide gib-
bérellique 10-6 + kinétin8 10-6 ; Fig. 3, acide gibbérellique 10-6 + kinétine 1[-4 (remar-
quer la diminution de la grosseur du cal à l'extrémité du pédoncule, l'inhibition de la
croissance du pédoncule et de la floraison ï Fig. 4, photographie de la série d'lli.e autre
expérience (répétition) de gauche à droite6 Témoin (gibbérelline seule), GA 10-
6 + K 10-8 ,
GA 10-6 + K 10-7 , GA 10-6 + K 10-6 , GA 10- + K 10-5, GA 10-6 + K 10-4. Le, nhotographie a
été prise plus tardivement que les trois précédentes, de sorte que l'inhibition de la flu-
raison par la kinétine a été progressivement levée, excepté chez le bouton GA 1(~6 + K 10-4 •
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Planche X l V
Réversions florales.
Fig. 1, réversions obtenues au bout de 81 jours sur milieu de base
avec JO %0 de saccharose au lieu de 80 ; Fig. 2, réversions de fleurs sur boutons sans
pédoncule après vieillissement du milieu à gauche en jours courts 9 h, à droite en jours
longs 24 h ; Fig. J, réversions sur boutons sans pédoncules en jours courts, milieu F
avec JO %0 de saccharose, de gauche ~ droite ArA 10-7 + gibbérelline 10-7 ; AIA 10-7 +
gibbérelline 10-7 + kinétine 10-7 ; gibbérelline 10-7 + kinétine 10-6 ; Fig. 4, milieu F
(80 r~ saccharose) + kinétine 10-7• Réversion surfloraison (bouton en dehors du champ de
la photographie~Remarquer la néoformation de fleurs sur le cal du pédoncule (flèches).

Pla n che X V
Présence d'un inhibiteur puissant chez les cll~santhèmos en voie de
floraison (explications dans le texte).

